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(57) Cong nghiép san Xuat sita ngdy nay gip phai van dé 1a tao ra phuong phap thay thé

cho viéc phai bd sung chat 1am ngot vao san pham stta dugc 1én men dé co duoc vi ngot

mong mudn ma khong ting luong calo. Ngoai ra, sé 1a rat vu diém néu tim ra phuong phap
lam giam lugng lactoza & céc san pham stta duoc 1én men dén muc chap nhan duoc voi
nguoi tiéu thu khéng dung nap lactoza. Cac van dé néu trén duoc giai quyét bang cach tao
ra cac ching Streptococcus thermophilus dot bién va cac chung dot bién Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ma tiét glucoza vao sita khi sita khi dugc cdy va tién hanh
lén men bang cac chung Streptococcus thermophilus va cac chung Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus nhu viy. Do d6, sang ché dé cap dén cac chung

Streptococcus thermophilus mang dot bién trong trinh ty ADN cia gen glcK ma héa

protein glucokinaza va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus c6 tinh khang 2-

deoxyglucoza ma tiét glucoza vao co chit sita trong qua trinh 1én men. Sang ché con dé

cap den phuong phap sang loc va phan lap cac chung nay, ché phim chtra ching dung dé
san xuat san pham sita 1én men va san pham thu dugc.
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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché d& cap dén cac ching vi khufn va nuéi cdy Streprococcus
thermophilus cb dac tinh tao vi ngot nho cé su tiét luong glucoza cao do lam giam
lactoza, cac ching vi khudn Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus c¢6 dic tinh
tao vi ngot nhd ¢6 su tiét luong cao glucoza gy ra do su giam lactoza, gidng khoi
dong chira cac chiing nhu vy, va cic san phim sita dugc 1én men bang nudi ciy nay.
Sang ché con d& cap dén phuong phap thu nhan cic ching nhu vay va viéc st dung
céc ching nhu vay dé tao ra cac san phdm sita dugc 1én men va @& lam tang do ngot
ctia cac san phdm sita dugc 1én men dong thoi 1am giam ham luong lactoza cua san

pham sita duoc 1én men.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc san phdm sita dugc 16n men thudn khiét duoc nhan biét bsi vi hoa qua
hodc chua do su chuyén hoéa lactoza thanh axit lactic béi vi khuén axit lactic trong qua
trinh 1én men. Do d6, c4c san phdm nay thudng dugc tao vi ngot bang cach thém hoa
qui, mat ong, dudong hoic chat 1am ngot nhan tao dé dap tng nhu ciu khach hang cé

sén pham véi vi ngot.

Nganh céng nghiép thuc phdm c¢6 nhu ciu ngdy cang ting vé san pham thuc
pham c6 vi ngot it nang lrong dé khic phuc van dé thira can va va béo phi da tré thanh
xu thé trong 20 nam gan day. Do ngot, thudng dugc xem 1 mang lai cam giac dé chiu,
dugc tao ra bdi su c6 mit clia cac loai duong va mot sb chit khac. Cam nhén ngot cia
cac loai duong 13 rét khac nhau. Khi ding sucroza lam dbi ching véi do ngot 100, thi
do ngot cua lactoza la 16, cia galactoza 1a 32 va glucoza 1a 74 (Godshall (1988). Food
Technology 42(11):71-78). Do &6, glucoza vé& cam quan c6 do ngot cao hon 4 lan

lactoza trong khi ¢ Irgng calo gin twong dwong.
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DPudng trong san phim thyc phdm 1én men ngay cang thudng dugc thay bing
cac chat lam ngot nhu aspartam, axesulfam K, sucraloza va sacarin la cac chét tao d6
ngot v&i ning luong calo hip thu thap hon. Tuy nhién, viéc s dung chit 1am ngot
nhan tao c¢6 thé 13m mét vi san phdm va mot sd nghién ctru di cho thiy rang viéc tidu
thu chét 1am ngot nhén tao thudng c6 cac nhuoc diém nhu 1am ting cam gic doi, giy
di tmg, ung thu v.v., nén ngudi ti€u thu ¢6 xu huéng dung cac san phém stra duogc 1én

men chi chira chit 1am ngot tu nhién hoic, t&t hon néu, khong bd sung chat 1am ngot.

Do d6, mot thach thirc dac biét 13 phat trién cac san phdm sita 1én men trong

d6 do ngot tu nhién (ndi tai) 1a cao.

Do axit cia cac san pham sita dugc 1én men phu thudc phan nhi€u vao vi
khuan axit lactic c6 mat va cac thong sO quy trinh dugc dung dé ché bién san pham sita

1én men.

Lén men disacarit lactoza dwoc nghién cir chinh & vi khuan axit lactic vi day 1a
ngudn cacbon chil yéu trong sita. O nhiéu loai, sau khi hap thu lactoza dugc phan cét
boi 6-galactosidaza thanh glucoza va galactoza. O phan 16n vi khuin axit lactic,
glucoza dugc phosphoryl héa béi glucokinaza thanh glucoza-6-phosphat va dugce 1én
men théng qua qua trinh Embden-Meyerhof-Parnas (glycol phéan) (Fig. 1).

Streptococcus thermophilus 13 mdt trong s cac vi khuan axit lactic dugc st

dung rong rii nhit dé 1én men wa nhiét sira trong san xuét thuong mai trong d6 vi
khuén nay thuong dugc ding nhu 1a mot thanh phan cta hdn hop gidng khéi dong,
“thanh phén kia 13 Lactobacillus sp., vi du Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
dung trong san xut sita chua hodc Lactobacillus helveticus ding trong san xuit pho

mat kiéu Thuy s¥.

Pinh nghia chinh tic cta sita chua & nhiéu nuéc yéu ciu cb Streptococcus
thermophilus cung v6i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Cé hai thanh phan
nay tao ra lugng axetaldehyt mong mudn, 13 mot thanh phin huong vi quan trong

trong sira chua.
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Streptococcus thermophilus 1€n men lactoza va sucroza mdt cach dé dang hon
S0 v6i cac monosacarit ciu thanh chung. Khi ¢é mit lugng du chi galactoza thi phén
glucoza cta phén tir lactoza dugc 1én men va galactoza dugc tich liiy trong cac san
phim sita duoc 1én men khi st dung Streptococcus thermophilus. Trong sita chua c6
ndng d6 axit cao 1am @c ché qua trinh 1&n men, galactoza ty do vAn con trong khi d6
galactoza ty do tao ra & giai doan ban dAu cia san xuit pho mét Thuy s§ duoc 1én men

sau do badi Lactobacillus helveticus.

Tuy nhién, cac ching lén men galactoza gdm ca Streptococcus thermophilus
va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus d3 duoc mot sé nha nghién ctru béo cdo
(Hutkins et al. (1986) J. Dairy Sci. 69(1):1-8; Vaillancourt et al. (2002) J. Bacteriol.
184(3); 785-793) va trong WO 2011/026863 (Chr. Hansen) dugc mo ta 1a phuong

* phép thu nhén cac chiing Streptococcus thermophilus 1a chung 1én men galactoza.

Dé dap tmg yéu ciu cla cong nghiép thuc phém, s& 13 c6 loi néu tim ra cac
chung méi, dic biét la cic ching Strepfococcus thermophilus va cac ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, tao ra d6 ngot tu nhién hon ma khong
tdng calo truc tiép cho san phém duge 1én men (d0 ngot bén trong) nho cb su tiét

glucoza.

Pool et al. (2006. Metabolic Engineering 8(5); 456-464) boc 10 chung
Lactococcus lactis trong d6 su trao ddi chét glucoza bi phd hity hoan toan do lam
khuyét cac gen ma héa glucokinaza, Ell(man/glc) va glucoza-PTS Ell(cel) méi dugc
phat hién. Phuong phap cau triic ndy 13 tai t6 hop di truyén dé tao ra tit ca cac dot bién
va chung thu dugec 1a sinh vat bién dbi di truyén (GMO: genetically cai bién organism)

ma hién nay khong dugc st dung trong san phém thuc pham.

Thompson et al. (1985. J Bacteriol. 162(1); 217-223) da nghién ctru co ché
lactoza & Streptococcus lactis (ngdy nay dugc dic tén lai 1a Lactococcus lactis). Trong
cbng trinh nghién ctru ndy 2-deoxyglucoza dugc sir dung dé thu duoc chung dot bién
trong hé thdng manoza-PTS. Sau 6, ching dot bién nay dugc giy dot bién bang cach
sir dung gy dot bién gen bang UV sau d6 sang loc cac khuén lac 4m tinh glucoza bang
cach k§ thuat dong déu (replica plating). Theo cach ndy phan 14p dugc chung dot bién
kép (manoza PTS va glucokinaza). Chung dot bién kép nay duogc sir dung dé nghién
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ctru co ché lién quan dén qua trinh diéu hoa 1én men lactoza béi vi sinh vét "gidng ban
dau". Cac chung dot bién nay c6 mét sb vu diém so véi ching gbe cua chung nén tré
thinh khong thich hop dé dwa vao gidng khéi dong thuong mai. Hiéu suét t& bao coa
cac chiing d6t bién nay chi bang nira ching gbc tinh theo mol lactoza duoc 18n men va
thdi gian nhan d6i ting 1én déng ké & ching dot bién khi cho phat trién trén lactoza.
Tuong tu, hi¢u suét axit lactic chi b%lng mot nira hiu suét cia ching géc trén mol
lactoza dugc 1én men. Pdc tinh cia céc ching nay trong sita khong dugc phan tich

nhung cho 13 mirc axit hoa bi giam dang ké.

Ngoai ra, Lactococcus lactis thuong khong dugc lua chon dé san xuét

axetaldehyt va khong dap Gmg yéu ciu clia dinh nghia luat dinh vé sira chua.

Chervaux et al. (2000. Appl. And Environ. Microbiol., 66, 5306-5311), nghién
ctru déc tinh sinh ly cac chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus trong moi
truong c6 thanh phan hoa hoc nhét dinh méi va phén lap duoc cac ching dot bién co
tinh khang 2-deoxyglucoza thiéu hut qua trinh 1én men glucoza. Nhan thy c6 mét sb
kiéu hinh khéc nhau va c6 bao c4o anh hudng dic hiéu ching.

Khong ¢ nghién ciru ndo trong s cac nghién ciru néu trén giai quyét vin dé
12 tao ra céc chiung Streptococcus thermophilus va cac chung Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus c¢6 dic tinh 1am ting d6 ngot tw nhién ctia san phdm thyc phdm dugc
1én men bang cach sir dung cac ching nhu vay don 1¢ hodc cling véi cdc ching vi

khuan axit lactic khac.

Ngoai ra, khong c6 nghién ctru nao trong s6 cac nghién ciru néu trén giai quyeét
van dé la lam gidm ham luong lactoza trong san pham thuc pham ma dugc 1én men
bang c4ch st dung céc ching nhu vdy dén mirc dung nap dugc v6i nhitng nguoi khong

dung nap lactoza.
Ban chat k§ thuét ciia sang ché

Nguoc lai véi tinh trang k¥ thuat néu trén, cac tac gid sang ché d3 phat hién
thdy rang c6 thé chon loc dugc cac ching Streptococcus thermophilus c6 dot bién &

gen glucokinaza (glcK) bang cach cho cac chiing Streptococcus thermophilus 1én men
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galactoza ti€p cén véi 2-deoxygluxoza va khi dugc nudi trén co chat sira cac t€ bao

nay tiéu hda lactoza va galactoza va tiét glucoza vao méi truong.

Piéu bit ngd 13 cac ching Streptococcus thermophilus don 1& nay van c6 dua
kha nang axit héa sita mic du thoi gian axit héa dén do pH 5 bi chdm 2-5 gi¢. Do do,

cac chung nhu vay 1a hitu ich trong céc ting dung sita 1én men.

Tuy nhién, glucoza dugc st dung lam nguon cacbon cho nhi€u vi khuan axit
lactic va glucoza dugc ti€t ra bat ky c¢6 theé duoc tiéu thu bdi cac vi sinh vat khéc ¢o

mat trong san pham sita 1én men.

Pé khic phuc nhugc diém nay, sang ché dé xuit ching dot bién c6 tinh khéng
2-deoxyglucoza ctia Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus hodc 1a d3 mét kha
nang phat trién trén glucozé 13 ngudn cacbon hodc c6 kha ning phat trién bi suy yéu
trong didu kién nhu vay. Cac ching dot bién Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus khong chi tiéu thu glucoza dugc tiét vao sira bai vi sinh vét khic ma cé thé
c6 mit, chiing con tiét mét lugng 16n glucoza vao mdi trudng xung quanh va didu bét
ngd 14 ching van ¢6 ddy di kha niang axit hoa stra mic du thoi gian axit héa dén do pH
5 bi chém lai 2-5 gi¢. Do d6, cac ching nhu vay 1a hitu ich trong cac ting dung sita 1én

men.

Vi khuén dung dugc trong thuc pham nhu vay c6 theé dugce sir dung dé bo sung
vao cac san pham sita 1én men c6 glucoza. Glucoza c¢6 do ngot cam quan cao hon ca
lactoza va galactoza va nhu vay viéc ti€t glucoza vao co chat sita s&€ cho do ngot cam

quan (ndi tai) cao hon trong san pham sita 1én men.

Céc tac gia sang ché di phat hién ra rang khi co chit sira lai dwgc 1én men
bang ching Streptococcus thermophilus va chiung Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus theo sang ché luong lactoza trong sita giam di dang ké.

Khéng dung nap lactoza 1a tinh trang khong c6 kha nang tiéu hda lactoza.
Phan 16n nhimg ngudi khong dung nap lactoza c6 thé dung nap mot luong lactoza nhét

dinh trong ché d6 in udng va khi luong lactoza tiéu thu ting 1én thi mic do nghiém
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trong ctia mdt sb tridu ching (bao gdm budn ndn, ching chudt rit, phdng rdp, tiéu

chay, va day hoi) ciing gia ting.

Do d6, trong cong nghé thuc phim c6 y nghia 16n néu c6 thé tao ra san pham

thuc phdm hoic 13 khong chira lactoza hodc c6 ham luong lactoza giam di.

Cho dén nay khéng c6 tiéu chudn chung vé gia tri giéi han ham luong lactoza
dugc xac dinh & EU cho san phdm thuc phim c6 ham luong lactoza thip va khéng
chira lactoza nhung Co quan an toan thuc phidm Phan lan Finnish Food Safety
Authority Evira quy dinh rang cac gi4 tri giéi han & bic Au 13 ham luong lactoza nhé
hon 10 mg/100 g hoic 100 ml cho thuc phim khéng chira lactoza va ham luong
lactoza 12 nhd hon 1 g/100 g hodc 100 ml cho thue pham c6 ham lugng lactoza thip.

Nganh céng nghiép san xuit sita ﬁgéy nay gip van d 13 tao ra phuong phap
khéc dé bd sung chit 1am ngot vao cac san pham sita duoc 1én men dé c6 duoc vi ngot
mong mudn ma khong 1am ting lrong calo. Ngodi ra, s& 14 ¢6 loi tim ra dugc phuong
phap 1am gidm luong lactoza & cac san pham sita duoc 1én men dén muc chip nhan

dugc cho nguoi tiéu thu khong dung nap lactoza.

Céc van d& néu trén di dugc gai quyét nho tao ra cac ching Streptococcus
thermophilus d6t bién va cac ching dot bién Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus tiét glucoza vao sira khi sita 9,5% B dugc cdy 10°-10" CFU/ml chung
Streptococcus thermophilus theo sang ché hoac 10°-10” CFU/ml ching Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché va dugc 1én men nhd cac ching
Streptococcus thermophilds hodc ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
theo sang ché & nhiét do 40°C trong thoi gian it nhét 20 gio. TSt hon néu, cic ching
nhu vy dot bién don 1¢ s& tiét it nhét 5 mg/ml glucoza vao sita B khi stta 9,5% B duoc
chy 10°-10" CFU/ml ching Streptococcus thermophilus theo sang ché hoic with 10°-
10" CFU/ml ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché va duoc
1én men bing cic ching Streptococcus thermophilus hoic ching Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché & nhiét do 40°C trong thoi gian it nhét 20
gir. Cac ching nay van c¢6 diy da kha ning axit hoa sita mic du thoi gian axit héa dén

pH 5 bi cham lai 2-5 gid. Sita dugc 1én men & giai doan cubi chira it hon 15 mg/ml
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lactoza trong sita da 1én men . K&t qua 1a sita dugc 1én men & giai doan cudi chi sd 4o

ngot ndi tai cao hon khoang 2 14n hodc cao hon.

Pé tao ra cac chiing Streptococcus thermophilus ndy, cc tac gia sang ché da
tim ra phuong phap phan 1ap cic ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza tir
ching gbc Streptococcus thermophilus 18n men galactoza, tot hon néu 13 ching vé6i dot
bién trong opertrén galactoza lam gia ting biéu hién cia operon biéu hién thip hoic
khong biéu hién trudc ddy, trong d6 kiéu hinh khang 2-deoxyglucoza nay giy ra do
dot bién & gen glucokinaza (glcK) 1am bét hoat mot phin hodc hoan toan protein dugc
mi hoéa. Phuong phap niy bao gbm dua ching gbc tiép xic véi 2-deoxyglucoza va
chon loc cac chung dot bién c6 kha nang phat trién khi c6 mat 2-deoxyglucoza trén cac
dia thach chira moi truong M17+2%galactoza, nhu vy nhu mo td & Vi du 1 trong ban
mo ta ndy. Céc ching d6t bién nay duogc sang loc va cic ching c6 tbe dd sinh trudng
trong moi truong M17+2% galactoza cao hon trong mdi truong M17+2% glucoza

dugc lua chon.

Bit ngd di phat hién ra rang cic chung A dot bién cua Streptococcus
thermophilus v6i dot bién & gen glucokinaza (glcK) nhung c¢6 hé théng gen van
chuyén glucoza hoat dong rd rang 13 binh thudng tiét glucoza. Cac ching dot bién nay
duoc dat tén 1a CHCC15757 va CHCC15887.

Ngoai ra, cic tac gia dd phat hién ra rang c6 thé chon loc duge céc chung
Streptococcus thermophilus c¢6 kha ning 1én men lactoza va tiét glucoza tham chi 13
cao hon bang cach dua cac ching ndy Streptococcus thermophilus c6 dot bién & gen
glucokinaza tiép xuc véi 2-deoxyglucoza va chon loc cic ching khong thé phat trién
trong sita 9,5% B trir khi cho thém sucroza vao sita B nay ¢ néng dd chi nhé 0,01 %.
Mot ching dot bién tiét glucoza va lén men si€u lactoza nhu vay dugc dit tén la

CHCC16404.

D3 phét hién ra ring CHCC16404 c6 dot bién & gen van chuyén glucoza
(manM) din d&n 1am bét hoat protein gen van chuyén glucoza chiu trach nhiém cho

van chuyén glucoza vao t€ bao.
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Dé tao ra cac chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, cac tac gia
sang ché di tim ra phuong phap phén lap cic ching dot bién co6 tinh khang 2-
deoxyglucoza cia ching gbc Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ma hoic 13
mét kha nang phat trién trén glucoza 13 ngudn cacbon hodc ¢ kha ning phéat trién trén
glucoza 13 ngudn cacbon suy yéu. Phuong phap bao gém budc dua ching gbc tiép xuc
v6i 2-deoxyglucoza va chon loc cac ching d6t bién c6 kha ning phat trién khi c6 mat
2-deoxyglucoza trén cac dia thach chita moi trudng MRS-IM chira 2% lactoza, ching
han nhu duge mb ta & Vi du 5 trong ban mb ta nay. Céc ching dot bién nay dugc sang
loc va cac ching ma hoic d& mét hoan toan hodc c6 kha ning phat trién trén MRS-IM
chira 2% glucoza suy yéu khi so véi ching gdc c6 thé phat trién glucoza dugc chon

loc.

Dua trén phat hién bat ngd nay, sang ché d& xuit cac chung vi khudn axit
lactic méi, nhur dic biét 13 cac ching dot bién Streptococcus thermophilus véi dot bién
& gen glcK hoic Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ma tiét glucoza vao san
phim dugc 1én men d tao ra 6 ngot tr nhién ma khong ting thém calo, phuong phép
san xuit cac chung ndy, cic san phim sita duoc 1én men duogc san xut bang cach st
dung cac chiing nhu vy va tig dung cic ching nhu vy dé tao ra cic san phim sira

dugce 1én men vé6i do ngot tdng 1€n va giam lugng lactoza.

Ngoai ra, cac ching Streptococcus thermophilus va Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus theo sang ché bat ngd duge phat hién 1a thiic ddy su sinh truéng cia
ching Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB-12d, 12 vi khuan probiotic ma khéng

phat trién t6t khi c6 mat don 1€ trong sita.
M ta vin tit cac hinh v&

Fig. 1 12 so d6 thé hién qua trinh di hoa lactoza & Streptococcus thermophilus.
glcK, glucokinaza; LacS, gen van chuyén lactoza; LacZ, &-galactosidaza; GalM,
mutarotaza; GalK, galactokinaza; GalT, galactoza-1-phosphat uridyltransferaza; GalE,
UDP-glucoza 4 epimeraza; GallP, galactoza-1-phosphat.

Fig. 2 thé hién trinh tr ADN (SEQ ID NO. 1) cia gen glucokinaza (glcK) cia
Streptococcus thermophilus cling nhu trinh ty axit amin dugc ma héa (SEQ ID NO. 2).
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Céc thay thé nucleotit don 16 dugc tim thdy 14n Iuot & CHCC15757 va CHCC15887

dugc chi ra.

Fig. 3 thé hién operon man mi héa hé théng glucoza/manoza
phosphotransferaza (PTS) & Streptococcus thermophilus. Khi so véi ching gbc,
CHCC15757, dot bién tiét glucoza va 1én men siéu lactoza CHCC16404 dugc tim thdy
14 c6 dot bién & gen manM m3 héa protein IICM™ cia PTS glucoza/manoza. Dot bién
G thanh T thay d6i codon GAA mi héa axit glutamic & vi tri axit amin 209 thanh
codon dung TAA (*) lam mét sy dich mad & CHCC16404 va bét hoat chirc ning cua

protein.

Fig. 4 thé hién trinh tr ADN (SEQ ID NO. 5) cia gen manM cia ching
Streptococcus thermophilus CHCC15757 cling nhu trinh ty axit amin dugc ma hoa .
(SEQ ID NO. 6). Mdt thay thé nucleotit dugc tim thdy & CHCC16404 dugc thé hién.

M0 ta chi tiét sang ché

Nhu duoc st dung & ban mo ta nay, thudt nglr "vi khuén axit lactic" dung dé
chi vi khuan gram dwong, wa khi hodc ky khi, 1én men céc dudong dé san xuét ra cac
axit bao gé)m axit lactic nhu 1a axit cha yéu dugc tao ra, axit axetic va axit propionic.
Vi khuan axit lactic hitu ich nhat trong cong nghiép 13 thudc bd “Lactobacillales” bao
gdm Lactococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp., Brevibacterium spp., Enterococcus spp. va Propionibacterium spp.
Vi khuin axit lactic, bao gém vi khudn thudc cac lodi Lactobacillus sp. va
Streptococcus thermophilus, thudong dugc cung cip ché cong nghiép san xuét sita hoic
dudi dang nudi cdy lam déng lanh hoic 1am déng kho d& bulk nhan gidng ban dau
hodc nudi cdy duogc goi 12 "lam dong truc tiép trong hii “Direct Vat Set™" (DVS), 'ducyc
du dinh dé céy truc tiép va0 binh hodc hil 1én men dé san xuét san ph'flm stra, nhu san
phim sira 1én men. CAc nudi cdy nhu vay thudong duogc goi 13 “gibng khoi dong” hoic

“giong ban dau”.

noyn

Viéc st dung tir "a" va "an" va "the" va cAc tir trong tir trong ban md ta tiéng
Anh ctia sang ché (dic biét 13 trong phin Yéu ciu bio hd) duge xem 13 bao gém ca

dang s6 it va s6 nhiéu, trir khi dugc quy dinh khéc di trong ban md ta nay hoic rd rang
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"won

12 miu thudn v6i phan ndi dung. Céac tir "chira", "co", "bao gdm" va "c6 chira" duogc
ding 13 céac thuit ngit ¢6 pham vi mé (tirc 13 c6 nghia "bao gdm, nhung khéng chi giéi
han trong sé,") trir khi duge quy dinh khéc di. Viéc néu khoang cac gia tri trong ban
md ta ndy chi duge du dinh dé cach viét tit cia timg gia tri nim trong khoéng gi4 tri,
trir khi dugc quy dinh khac di trong ban mé ta ndy, va mdi gi tri riéng biét dugc két
hop vao ban mo ta nhu timg gia tri riéng biét dugce néu trong ban mé ta nay. T4t ca cic
phuong phap duge md ta trong ban mé ta ndy cé thé duoc thuc hién theo trinh tir thich
hop bét ky trir khi duoc quy dinh khéc di trong ban md ta nay hoac theo cach khac rd
rang mau thuin véi ndi dung. Viéc st dung vi du bat ky va tit ca cac vi du, hoic ngon
ngtt vi du (vi dy, "nhu") dugc néu ra trong ban moé ta nay, chi dugc du dinh dé minh
hoa r& hon sang ché va khong c6 nghia 13 gioi han pham vi ciia sang ché trir khi dugc
yéu ciu bao ho theo cach khac. Khong miéu ta nao trong ban mo ta chi ra rang bat ky
du hiéu khong duoc néu trong yéu cau bao ho 13 ddu hiéu cin va da dé thyuc hién sang

che.

O mot sé nude, dinh nghia hop phap cua sita chua doi héi su ¢6 mat cua ca
Streptococcus thermophilus va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Ca hai
lodi ndy tao ra lugng axetaldehyt mong mudn, 13 mot thianh phan huong vi quan trong

trong sita chua.

Pho mat, nhu Mozzarella va pho mat dung lam béanh piza ciing nhu Feta, ciing
c6 thé dugc san xuit bing cach 1én men bing cich st dung ca Streptococcus
thermophilus va Laétobacillus delbrueckii subsp. bulgai’icus (Hurier et al. (2010) trong
The Technology of Cheesemaking, 2™ Ed. Blackwell Publishing, Oxford; 166-192).

Pé dap mg yéu cu ciia cong nghiép thuc phdm, mong mudn phat trién cac
chiung méi, dic biét 1a cac chung Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus va cac
chiing Streptococcus thermophilus, tao ra dd ngot tw nhién hon tryc tiép trong san

phdm dugc 16n men (d6 ngot bén trong) ma khong 1am ting lugng calo.

Streptococcus thermophilus 12 mét trong sd cac vi khuén axit lactic duge st
dung rong rii nhat dé 1én men sira thuong mai trong d6 vi sinh vat ndy thuong duoge st

dung nhur 1 mot phan ciia hdn hop giéng khéi dong, thanh phén kia 13 Lactobacillus
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sp., vi du Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dung lam sita chua va

Lactobacillus helveticus ding 1am pho mat kiéu Thuy s¥.

Lactoza va sucroza Ciu:c_yc 1én men mot cach dé dang hon béi Streptococcus
thermophilus hon 13 cac monosacarit ciu thanh né. Chi c6 phan glucoza ciia phan tir
lactoza dugc 1€n men bai Streptococcus thermophilus va galactoza dugec tich liiy trong
san phim sita dugc 1én men khi sit dung Streptococcus thermophilus. Trong sita chua,
trong d6 ndéng do axit cao han ché qua trinh 16n men, trong khi galactoza tr do van con
lai, trong khi d6 galactoza ti do tao ra & cac giai doan ban du ciia qua trinh san xuét
pho mét Thuy s§ dugc 1én men sau d6 bdi Lactobacillus helveticus. Lactococcus lactis
duoc tim thdy & nhiéu giéng khéi dong dugc sit dung cho qué trinh san xuét pho mat

cling c¢6 kha néng tiéu thu galactoza do Streptococcus thermophilus tao ra.

Pé dam bao ring cac ching Streptococcus thermophilus v6i dic tinh sinh
truong 8 wuu nhat ¢ thé, cac tac gia sang ché cho cac chung 1én men galactoza
Streptococcus thermophilus tiép xtc véi tac nhan chon loc 2-deoxyglucoza. Thong
thuong cac ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza c6 dot bién & gen m3 héa
glucokinaza va & gen mi héa véan chuyén glucoza. Cac chiing d6t bién dugc phén lp,
CHCC15757, CHCC15887 va CHCC16404, cé tinh khang 2-deoxyglucoza cé cac dot
bién & gen glucokinaza (glcK) clia né. Ngoai dot bién & gen glucokinaza, cac tac gia
sang ché da phat hién ra ring CHCC16404 c6 d6t bién codon ding & gen van chuyén
glucoza/manoza diéu nay c6 thé giai thich tai sao glucoza duoc tiét ra ngoai khéng

dugce chuyén van lai vao t€ bao nira.

Bét ngd, 13 cac ching dot bién don 1¢ nhu vay van c6 ddy da kha ning axit héa
stta mac du thoi gian axit hdéa dén do pH 5 bi cham lai 2-5 gi¢. Do d6, cac ching nhu
véy 13 hitu ich trong céac tmg dung sita 1én men va ching van giit dugc kha ning cia
cac chiing me (chiing gbc) dé gay dong sira 13 mot dic tinh cia sira chua. Ngoai ra, di
phét hién ra ring cic ching d6t bién nay tiét ra nhidu hon 5 mg/ml glucoza, khi sira
9,5% B dugc cdy 10°-10" CFU/ml ching Streptococcus thermophilus CHCC15757
hoic CHCC15887 va dugc 1én men & nhiét o 40°C trong thoi gian it nhit 20 gid ma
khong can phai phan 1ap cac ching dot bién van chuyén glucoza, hoic khi sita 9,5% B

c6 0,05% sucroza dugc cdy 10°-10’ CFU/ml ching Streptococcus thermophilus
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CHCC16404 va dugc 1én men & nhiét d§ 40°C trong thoi gian it nhat 20 gio. Dong
thoi, tuong Ung chi mot luong nhé khoang 10 mg/ml lactoza va it hon 1,5 mg/ml
lactoza (gi6i han phat hién), vin con trong sita d3 1én men ndy. Do d6, viéc sir dung
c4c chiing nhu viy dé san xuét cac san phim sita dugc 1én men c6 thé c6 y nghia quan -

trong cho ngudi khong dung nap lactoza.

Két qua 13, stra dugc 1én men & giai doan cudi ¢6 chi sb dd ngot ndi tai cao
hon it nhét bang 2,0 theo tinh toan cua Godshall (1988. Food Technology 42(11):71-
78).

Do d6, khia canh thir nhét clia sang ché dé Xuétblchﬁng dot bién 1én men
galactoza tur Streptococcus thermophilus, trong d6 ching dot bién mang dot bién trong
trinh tr ADN ctia gen glcK mi héa protein glucokinaza, trong d6 dot bién 1am bét hoat
protein glucokinaza dugc ma héa hodc c6 anh hudng am tinh d&én biéu hién cua gen
ndy. C4c phuong phap do ludong mic hoat tinh glucokinaza hodc mirc biéu hién cua
gen glucokinaza dugc biét mot cach d& dang (Porter et al. (1982) Biochim. Biophys.
Acta, 709;178-186) va bao gdm cac thir nghiém enzym dung kit va transcriptomic c6

trén thi trudong hodc dinh luong PCR béng cach st dung céac chét liéu d& dang c6 duoc.

“Chung” vi khuan nhu dugce st dung & ban mo ta nay dung d€ chi vi khuan ma
van gitt duge khong c6 thay dbi vé mit di truyén khi sinh trudng hodc nhan 1én. Su

nhén cta vi khuan giong nhau dugc tinh dén.

Thuat ngit “cac ching 1én men galactoza Streptococcus thermophilus” nhu
duoc st dung & ban md ta nay dung dé chi cac ching Streptococcus thermophilus cb
kha ning phét trién trén/trong méi trudng M17+2% galactoza. Cac ching 1én men
galactoza Streptococcus thermophilus dugc dinh nghia trong ban mo ta nay la cac
chung Streptococcus thermophilus 1am giam d6 pH ctia canh truong M17 chira 2%
galactoza nhur 13 hydrat cacbon duy nhat xuéng 5,5 hozc thip hon khi dugc ciy tir nudi

ciy qua dém & 1% va duoc 11 trong thoi gian 24 gir & nhiét do 37°C.

CAc ching 1én men galactoza c6 thé thu dugc bang phuong phap nhu duge mod
ta trong WO 2011/026863.
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Thuat ngit “d6t bién 1am bét hoat protein glucokinaza” nhu dugc st dung &
ban mo ta nay dung dé chi dot bién tao ra “protein glucokinaza bt hoat”, 13 protein
glucokinaza ma, néu cé mit trong té bio, khong thé thuc hién chirc ning binh thudng
clia chiing ciing nhu cac dot bién ngan su tao thanh protein glucokinaza hodc din dén

su thodi bién protein glucokinaza.

Cu thé 13, protein glucokinaza bat hoat 13 protein ma so vé6i protein
glucokinaza chirc nang khong thé tao thuan l¢i cho qua trinh phosphoryl héa glucoza
thanh glucoza-6-phosphat hodc chi cho qua trinh phosphoryl héa glucoza thanh
glucoza-6-phosphat dién ra & murc giam déng ké. Gen ma hoéa protein glucokinaza bét
hoat nhu vy so véi gen ma héa protein glucokinaza chtrc ning chira 6t bién & khung
doc m& (open reading frame: ORF) clia gen, trong d6 dot bién nay c6 thé bao gbm,
nhung khong chi gidi han trong sb, khuyét doan, dot bién dich khung, dua vao codon
dimg hodc dot bién dan dén tao ra thay thé axit amin, ma lam thay dbi dic tinh chuc
ning cda protein, hodc dot bién & gen khai dau 1am giam hodc hiy bé su phién ma

hodc dich ma cua gen.

Theo cac phuong 4n dugc wu tién, dot bién nay lam giam murc d hoat dong
(mtc phosphoryl héa glucoza thanh glucoza-6-phosphat) cta protein glucokinaza it
nhat 50%, nhu it nhit 60%, nhu it nhit 70%, nhu it nhit 80%, nhu it nhit 90%.

Hoat tinh glucokinaza c¢6 thé dwoc xac dinh bing thir nghiém enzym
glucokinaza nhu dugc mo ta trong Pool et al. (2006. Metabolic Engineering 8;456-
464).

Thuét ngt “protein glucokinaza chirc ndng” nhu dugc st dung & ban mé ta
ndy ding dé chi protein glucokinaza ma, néu c6 mit trong té bao, tao thuin loi cho qua
trinh phosphoryl héa glucoza thanh glucoza-6-phosphat. Cu thé 13, protein glucokinaza
chirc ning c6 thé duge ma héa boi gen chira ORF ma c6 trinh ti trong tng v6i vi tri
1-966 trong SEQ ID NO. 1 hoc trinh trr ¢6 d6 ddng nhét it nhit 85%, nhu it nhit do
ddng nhét 90%, nhu d6 dong nhét it nhit 95%, nhu d6 ddng nhét it nhit 98%, nhu do
dong nhét it nhit 99%, véi trinh tr trong tmg véi vi tri 1-966 ciia SEQ ID NO. 1.
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Phén trim déng nhét cia hai trinh tu c6 thé dugc xac dinh béng cach sir dung
cac thuit toan, nhu thuét todn ctia Karlin va Altschul (1990. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87;2264), thuit toan bién ddi nhu duge mé ta trong Karlin va Altschul (1993.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90;5873-5877); thuit toan cia Myers va Miller (1988.
CABIOS 4;11-17); thuat toan cia Needleman va Wunsch (1970. J. Mol. Biol. 48;443-
453); va thuat todn ctia Pearson va Lipman (1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85;2444-2448). Chuong trinh phdn mém dé xac dinh muc ddng nhét trinh tu axit
nucleic hoéc axit amin trén co s& cac thudt todn nay cling da biét. Vi dy, viéc so sanh
cac trinh tu nucleotit ¢ thé dugc thue hién béng chuong trinh BLASTN, diém=100,
chidu dai tr=12. Viéc so sanh cac trinh tu axit amin c6 thé dugc thuc hién
bing chuong trinh BLASTX, diém=50, chidu dai tir=3. Déi véi cac thong sb con lai
cua chuong trinh BLAST, ¢6 thé ap dung céc thong s6 mic dinh.

O nhidu nuée viée sir dung sinh vat bién dbi di truyén (GMO) cho céc san
pham sita duoc 1én men 1a khong dugc phép. Thay vi vdy, sang ché dé xuit phuong
phép thu nhéan céc ching c6 trong tu nhién hodc dugc giy dot bién ma c6 thé tao ra sy

tich tu glucoza mong mudn trong san pham sita 1én men.

Do d6, theo mot phuong 4n rat duge wu tién cia sang ché, ching dot bién 1a

ching d6t bién c6 trong tir nhién hodc chung dugc gdy dot bién.

r
An?

“Chung vi khuén dot bién” hoic “ching dot bién” nhu du:qc st dung & ban mo
ta nay dung d& chi ching vi khudn dot bién tur nhién (‘u,i phéf, co trohg tu nhién) hodc
ching vi khuin duoc gy d6t bién chira mot hodc nhidu dot bién trong hé gen cuia né
(ADN) ma 13 vang mit trong ADN kiéu dai. “Ching duoc gdy dot bién” 1 vi khuén
trong d6 dot bién dugc gay ra do xit Iy clia con ngudi, nhu xir Iy bang tic nhan gy dot
bién hoa chét, chiéu tia UV hodc gama v.v. Ngugc lai, “chiing dot bién tur phét” hodc
“ching dot bién c6 trong tu nhién” khong bi giy dot bién boi con ngudi. Ching vi
khuin ddt bién trong ban mo ta nay 1a sinh vat khéng 1am bién dbi di truyén (non-

genetically cai bién organism), tirc 12 khéng duoc cai bién bing cong nghé ADN tai td

hop.
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“Chung kiéu dai” dung dé chi dang khéng c6 dot bién ctia vi khuan, nhu dugc

tim thay trong tu nhién.

Céc thuit ngit nhu “cac ching c6 dic tinh tao vi ngot”, “cac ching c6 thé tao
ra sy tich tu glucoza mong mudn trong san pham sita 1én men” va “cac ching c6 dic
tinh nang cao vé 1am ngot trr nhién san phim thuc phdm” dugc sir dung thay cho nhau
trong ban mé ta nay dé dic ta khia canh wu tién cia viée sir dung céc chung theo sang

ché trong qua trinh 1én men céc san pham sira.

Theo mot phuong 4n duogc uu tién, ching dot bién Streptococcus thermophilus
theo sang ché gia ting luong glucoza trong sita 9,5% B dén it nhit 5 mg/ml khi dugc
chy vao sita 9,5% B & ndng d6 10°-10” CFU/ml va cho phat trién & nhiét d6 40°C trong
thoi gian it nhat 20 gio.

Theo mot phuong an dugc uwu tién khac, ching dot bién Streptococcus
thermophilus theo sang ché gia ting luong glucoza trong sita 9,5% B ¢6 0,05%
sucroza dén it nhat 5 mg/ml khi dugc cdy vao sita 9,5% B ¢6 0,05% sucroza & néng do

10°-107 CFU/ml va cho phat trién & nhiét d6 40°C trong thoi gian it nhit 20 gid.

Trong pham vi sang ché, sita 9,5% B 13 sira duoc dun sbi duge tao ra tir bot
sita gdy it béo hoan nguyén dén mirc chit khé 9,5% va duoc tiét tring & nhiét 6 99°C

trong thoi gian 30 phut, tiép d6 13 13m ngudi xudng 40°C.

Theo cac phuong éh duoc vu tién hon cia sang ché, ching dot bién dan dén sy
ting luong glucoza dén it nhit 6 mg/ml, nhu it nhat 7 mg/ml, nhu it nhit 8 mg/ml, nhu
it nhit 9 mg/ml, nhu it nhit 10 mg/ml, nhu it nhat 11 mg/ml, nhu it nhit 12 mg/ml,
nhu it nhit 13 mg/ml, nhu it nhit 14 mg/ml, nhu it nh4t 15 mg/ml, nhu it nhét 20
mg/ml, nhur ft nht 25 mg/ml.

Theo mdt phuong 4n khac cta sang ché, chiung dot bién ciia Streptococcus

thermophilus cé tinh khang 2-deoxyglucoza.

Thuat ngir “céd tinh khang 2-deoxyglucoza” trong ban mo ta nay dugc dinh
nghfa 13 chung vi khuin d6t bién nhét dinh c6 kha ning phat trién thanh khuén lac khi
duoc ciy thanh vach trén dia chira méi trudng M17 chira 20 mM 2-deoxyglucoza sau
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khi 0 & nhiét d6 40°C trong thoi gian 20 gid. Su c6 mat cia 2-deoxyglucoza trong méi
truong nudi cdy s& ngin sy sinh trréng clia cac ching khong dugc giy dot bién trong
khi d6 su sinh truéng cia cic ching dugc gdy dot bién khong bi anh hudéng hodc
khong bi anh huéng dang ké. Cac ching khong duoc giy dot bién ma c6 thé duoc st
dung lam céc ching d6i ching nhay cam trong viéc danh gia tinh khang t&t hon néu
bao gdm cac ching CHCC14994 va CHCC11976.

Viduy 1 va 2 trong ban mo ta nay dua ra vi du qué trinh phan 14p cac ching

dot bién Streptococcus thermophilus cé tinh khang 2-deoxyglucoza.

Con theo mét phuong 4n nita, ching d6t bién theo sang ché c¢6 thé dic trung &
cah thirc phét trién ciia n6. Qué trinh nay dugc thé hién béi phat hién 1 tbc do sinh
truéng cta ching dot bién trong méi truong M17+2% galactoza 13 cao hon trong méi
truong M17+2% glucoza. Tc d6 sinh trudng duge do 13 sy bién dbi mat do quang cia
nuoi céy phat trién theo ham s6 mii & 600 nanomét (ODggp) theo thoi gian nhu dugc

mo ta & Vi du 2 trong ban mo ta nay.

Theo mot phuong an duge wu tién, tdc do sinh truéng 1a it nhét 5% cao hon,
nhu it nhat 10% cao hon, nhu it nhat 15% cao hon, nhu it nhit 20% cao hon, trong moi

truong M17+2% galactoza so véi trong moi trudong M17+2% glucoza.

Theo mot phuong an dugc uu tién, dot bién nay tao ra su thay thé codon ma

héa serin bing codon ma héa prolin & vi tri 72 trong SEQ ID NO. 2.

Tt hon néu dot bién & gen glcK tao ra su thay thé T bang C & vi tri 214 trong
SEQ ID NO. 1.

Theo mot phuong an dugce uu tién khéc, dot bién nay tao ra su thay thé codon

m4 héa threonin bing codon ma héa isoloxin & vi tri 141 trong SEQ ID NO. 2.

Tét hon néu, dot bién & gen glcK tao ra su thay thé C bang T & vi tri 422 trong
SEQ ID NO. 1.

Can phai nhin manh 13 gen glcK cta Streptococcus thermophilus c6 thé bi lam

bét hoat béi cac dang d6t bién khac & cac vi tri khac ciia gen glcK.
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Theo mét phuong an duge vu tién, chung Streptococcus thermophilus mang

dot bién 1am gidm su van chuyén glucoza vao t€ bao.

Thuat ngit “dot bién lam gidm su vén chuyeén glucoza vao t€ bao” nhu duoc sir
dung & ban mo ta ndy dung de chi dot bi€n & gen ma hda protein tham gia vao qua

trinh van chuyén glucoza ma dan dén su tich tu glucoza trong méi trudng ciia té bio.

Mtc glucoza trong méi trudng nudi cdy cia ching Streptococcus
thermophilus c6 thé do dwoc mot cach d& dang bang cac phuong phéap da biét dbi véi
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat ndy va nhu mo t4 & Vi du 4 trong ban mo ta nay

con ca khi mdi trrdng nudi cay la co chat sita.

Theo cac phuong an dugc uu tién, dot bién nay lam gidm sy van chuyén
glucoza vao t& bao it nhat 50%, nhu it nhit 60%, nhu it nhat 70%, nhu it nhit 80%,
nhur it nhat 90%.

Su van chuyén glucoza vao té bao c6 thé dugc xac dinh bang thir nghiém hip
thu glucoza nhu dugc mo ta trong Cochu et al. (2003. Appl Environ Microbiol 69(9);
5423-5432).

Tét hon néu, ching Streptococcus thermophilus mang d6t bién & gen mi héa
mdt thanh phan cta gen vén chuyén glucoza, trong d6 dot bién 1am bt hoat protein

gen van chuyén glucoza hodc c¢6 anh hudéng 4m tinh dén bi€u hién ctia gen nay.

Thanh phin nay c6 thé 13 mét thanh phin bét ky cia protein gen van chuyén
glucoza la thiét yéu cho su van chuyén glucoza. Vi dy, du tinh rz"mg viéc 1am bét hoat
mdt thanh phin bit ky ciia PTS glucoza/manoza trong Streptococcus thermophilus

duoc thé hién & Fig. 3 s& dn dén 1am bt hoat chirc ning ctia gen van chuyén glucoza.

Thuafft ngit “dot bién 1am bt hoat gen véan chuyén glucoza” nhu dugc st dung
& ban mo ta nay dung dé chi d6t bién ma tao ra “gen van chuyén glucoza duoc 1am bt
hoat”, protein gen van chuyén glucoza ma, néu c6 mit trong té bao, khong thé thuc
hién chirc ning binh thudng cta né cling nhu dot bién ma ngin sy tao thanh protein

gen van chuyén glucoza hodc din dén su thodi bién protein gen van chuyén glucoza.
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Cu thé 13, protein gen van chuyén glucoza dugce 1am bét hoat 13 protein ma so
v6i protein gen van chuyén glucoza chirc ning khong thé tao thuan lgi cho qu4 trinh
van chuyén glucoza qua mang huyét twong hoic tao thuan lgi cho van chuyén glucoza
qua mang huyét tuong & mirc d6 giam di dang ké. Gen mA hoa protein gen véin chuyén
glucoza duogc 1am bt hoat nhu vy so véi gen ma héa protein gen van chuyén glucoza
chirc ning chira dot bién trong khung doc md (ORF) cua gen, trong d6 dot bién néu
trén cb thé bao gdm, nhung khéng chi gi6i han trong sd, khuyét doan, dot bién dich
khung, dua vao codon dung hodc dot bién dan dén thay thé axit amin, ma lam thay dbi
ddc tinh chirc nang cua protein, hodc dot bién & gen khéi dau 1am giam hodc hiy bé su

phién ma hodc dich ma cda gen.

Theo cac phuong 4n duge uu tién dot bién nay lam gidam mic d9 hoat dong
(mtrc van chuyén glucoza) ciia protein gen van chuyén glucoza dén it nhit 50%, nhu it

nhét 60%, nhu it nhit 70%, nhu it nhit 80%, nhu it nhat 90%.

Hoat tinh gen van chuyén glucoza c6 thé dugc xac dinh bang thir nghiém hép
thu glucoza nhu dugec mo t trong Cochu et al. (2003. Appl Environ Microbiol 69(9);
5423-5432).

Thuat nglr “protein gen van chuyén glucoza chirc ndng” nhu duge st dung &
ban mo t4 nay dung dé chi protein gen van chuyén glucoza ma, néu c6 mit trong t&

bao, tao thuan lgi cho van chuyén glucoza qua mang huyét trong.

Pugc wu tién hon 13 ching Streptococcus thermophilus mang dt bién trong
trinh ty ADN clia gen manM mi héa protein IICY™ cta hé théng glucoza/manoza
phosphotransferaza, trong d6 dot bién 1am bét hoat protein IIC™™ hoic ¢6 anh huéng

am tinh dén biéu hién cia gen nay.

Theo mot phuong 4n dwoc wu tién hon nita, dot bién niy tao ra su thay thé
codon ma héa axit glutamic bang codon dimg & vi tri 209 cia SEQ ID NO. 6 cua
protein IICM™ cuia hé théng glucoza/manoza phosphotransferaza. Tt hon néu, dot bién

nay tao ra sy thay thé G béng T & vitri 625 cia SEQ ID NO. 5.
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Khia canh thir hai cia sang ché dé xudt ching Streptococcus thermophilus
dugc chon tir nhém bao gdm ching Streptococcus thermophilus CHCC15757 dugc
lru gitt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen vé6i sé luu git
DSM 25850, chung Streptococcus thermophilus CHCC15887 dugc luu giit & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi sd luu gitt DSM 25851, chung
Streptococcus thermophilus CHCC16404 dugc luu gitt & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen véi sb lru gitt DSM 26722 va céc ching ¢6 ngudn
gbc tir ching.

Trong pham Vi cla sang ché, thuat ngir "cac ching ¢6 ngudn gbc tir ching”
phai dugc hiéu 13 cac ching thu du;qé tir, hodc cac chiing ma co thérthu dugc tir ching
(hodc ching gdc ciia chiing) theo sang ché nho vi du k§ thuét di truyén, b xa
va/hoic xir Iy biang hoa chit. Ngoai ra “cic chung c6 ngudn gde tir ching” ciing c6 thé
1a chiing dot bién xuét hién tu phat. Pugc wu tién 13 “cic ching cb ngudn gbc tir
chiing” 13 chiing dot bién tuwong dwong chirc ning, vi du ching dot bién vé co ban c6
cung dac tinh, hodc dic tinh dugc céi thién (vi du lién quan dén dac tinh tiét glucoza)
nhu chiing gbc cia chung. “Cac chiing c6 ngudn gdc tir chting” nhu vdy 13 mét phan
clia sang ché. Pic biét 13, thuat ngit “cac ching c6 ngudn gbe tir ching” ding dé chi
cac ching thu dugc bing cach dua ching theo sang ché xtr 1y 1am phat sinh d6t bién
dugc dung thong thuong bat ky bao gém xir Iy bang tac nhan giy dot bién hoa chét
nhu etan metan sulphonat (EMS) hoac N—metyl-N'-nitro-N—nitroguanidin (NTG), chiéu
tia UV, hodc ching dot bién xuét hién tyu phét. Ching dot bién co thé duge x1t Iy mét
sé xr 1y 1am phat sinh dot bién (mot xi Iy don phai duge hidu 13 mot bude lam phat
sinh dot bién tiép d6 1a budc sang loc/chon loc), nhung hién nay t6t hon néu khong
nhiéu hon 20, hodc khong nhiéu hon 10, hodc khéng nhiéu hon 5, 14n xt ly (hodc céc
budc sang loc/chon loc) dugce thuc hién. Trong mdt chung dot bién duge vu tién hién
nay it hon 1%, it hon 0,1%, it hon 0,01%, it hon 0,001% hodc thdm chi it hon
0,0001% nucleotit trong hé gen vi khuan dd dugc thay bang nucleotit khac, hodc dugc

bé di, so véi chung goc.

Theo d6, theo mot phuong an dugc wu tién ching Streptococcus thermophilus
dugc chon tir nhém bao gdm ching Streptococcus thermophilus CHCC15757 dugc

Iru gitt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi sé luu gitt
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DSM 25850, chung Streptococcus thermophilus CHCC15887 dugce luu gilt & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s& huu gitt DSM 25851, chiing
Streptococcus thermophilus CHCC16404 dugc luu git & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen véi s luu gitt DSM 26722 va ching d6t bién ¢6
ngudn gdc tir cic chung nay, trong d6 chung dot bién dugc thu nhin bc%tng cach su
dung mét trong s6 cac chiing duge lru gift ndy 1am nguyén lidu, va trong d6 ching dot
bién nay duy tri duoc hodic cai thién hon nita dic tinh 1én men lactoza va/hodc dic tinh

tiét glucoza cuia ching duoc lwu giir trén day.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 13 vi khudn axit lactic ma thudng
duoc sit dung dé 16n men sira thurong mai trong d6 sinh vat nay thudong duoc st dung

nhur 14 m6t phan ctia hdn hop gibng khéi dong.

Lactoza lai duoc 1én men mot cach dé dang hon cic monosacarit glucoza,
fructoza, va manoza bdi Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus va cac ching cia
cac loai nay thudng khong phat trién trén galactoza (Buchanan R.E., Gibbons N.E.,
eds (1974): Bergey’s manual of determinative bacteriology (The Williams & Wilkins
Co. Baltimore, Md), 8th ed.). Trong qua trinh 1én men lactoza bdi Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, chi c6 phan glucoza ctia phan tir lactoza dugc 1én men

va do do galactoza duogc tich lily trong cac san pham sita dugc 1én men.

Pé thu dugc cic ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ma khong
thé phat trién trén glucoza 13 ngudn cacbon, cic tic gia sang ché cho cic ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tiép xtic véi 2-deoxyglucoza. Cac ching
dot bién duoc phan lap c6 tinh khang véi 2-deoxyglucoza va c6 kha ning phat trién
trong co chét sita ma khong st dung glucoza 1am ngudn cacbon. Cac chung dot bién
nay dugc nhan thiy 13 1am gia ting ham luong glucoza cua sita. Theo d6, cac san
phim sira dugc 1én men dugce tao ra bing cach st dung cdc ching nay dic trung & chd

c6 lugng glucoza cao hon lam cho céc sdn pham nay c6 vi ngot hon.

Bét ngo, cac ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché
don 1é van c6 ddy du kha ning axit héa sita mic du thoi gian axit héa dén d6 pH 5 bi
chém lai 2-5 gi¢. Ngoai ra, nhu dugc thé hién trong céc Vi dy, da phat hién ra réng cac
ching ndy tiét ra khoang 5 mg/ml glucoza hodc cao hon trong khi dé con it hon
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khoang 10 mg/ml lactoza trong stta d& 1én men nay khi sta 9,5% B duoc chy 10°-107
CFU/ml chiing Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché va duoc Ién
men bang ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sing ché & nhiét do
40°C trong thoi gian it nhit 20 gid. Do d6, viéc sit dung céc ching nhu vay dé san
xult cic san phdm sita dugc 1én men c6 thé ¢6 ¥ nghia quan trong cho nhitng ngudi

khéng dung nap lactoza.

Két qua 13, stta dugc 1én men & giai doan cubi c6 chi sb do ngot ndi tai cao
hon bang khoang 2 hoic cao hon dugce tinh toan nhu dugc md ta trong Godshall (1988.
Food Technology 42(11):71-78), nhu 2,5 ho#c cao hon hodc nhu 3 hoz}é cao hon.

Khia canh thit ba theo sang ché d& xuét ching Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus, trong d6 ching néu trén cé tinh khang 2-deoxyglucoza.

Thuét ngit “c6 tinh khang 2-deoxyglucoza” lién quan dén chung Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus duoc dinh nghia 13 ching vi khun nhét dinh c6 kha
ning phat trién thanh khudn lac sau khi 4 & nhiét do 40°C trong thoi gian 20 gid khi
dugc ciy thanh vach trén dia chira moi truong MRS-IM chira 2% lactoza va 20 mM 2-
deoxyglucoza. Su ¢6 mit cia 2-deoxyglucoza trong mdi trudng nudi ciy s& ngan can
su sinh truéng cia cic ching khong c6 tinh khang trong khi d6 sy sinh trudng cua cac
ching c6 tinh khang khong bi anh hudéng hodc khong bi anh huong dang ké. Cac
chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus khong co6 tinh khang c6 thé duoc sir
dung 1am c4c ching ddi ching nhay cam dé danh gia tinh khang bao gbém cac ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC759, duge luu gilt & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) véi s6 lwu gitt DSM
26419 va CHCC10019, dugc luu gitt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) véi s6 luu gitt DSM 19252.

Trong truong hop cac dia thach MRS-IM chira 2% lactoza va ngoai ra chira 20
mM 2-deoxyglucoza dia ndy cé su phat trién qua murc ciia khudn léc, thi thich hgp lam
gia ting ndng d6 cua 2-deoxyglucoza & cac dia ndy, vi du dén 30 mM hoic tham chi
40 mM hodc cao hon. Trong trudng hop khong thu duoc khuén lac, thich hop dé giam

ndéng do cia 2-deoxyglucoza & cic dia nay, vi du xubng 15 mM hozc 10 mM hoic
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tham chi con thip hon. Néu xem xét can thiét, mirc gay dot bién c6 thé ting 1én bing

cach sir dung phuong phap gy dot bién vat Iy hodc hoa hoc thich hop.

Tét hon néu, ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché
lam gia ting luong glucoza trong sira 9,5% B 1én it nhit 5 mg/ml khi dugc cdy vio sira
9,5% B & ndng d6 10° dén 10" CFU/ml va cho phat trién & nhiét d6 40°C trong thoi
gian it nhit 20 gid, nhr ndm trong khoang tir 20 dén 30 gid, nhu trong thoi gian 20

gio.

Theo cac phuong 4n duoc ru tién hon cia sang ché chiing dot bién dan dén su
tang luong glucoza dén it nhit 6 mg/ml, nhu it nhét 7 mg/ml; nhu it nhat 8 mg/ml, nhu
it nhat 9 mg/ml, nhu it nh&t 10 mg/ml, nhu it nhét 11 mg/ml, nhu it nhét 12 mg/ml,
nhu it nh4t 13 mg/ml, nhu it nhit 14 mg/ml, nhu it nhat 15 mg/ml.

Khia canh tht tur theo sang ché dé xuat chiung Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ma duoc chon tir nhém bao gdm chung Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CHCC16159, duge Iuu git & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) v6i s6 lwu gitt DSM26420, chiing Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CHCC16160, duge luu git & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) véi s6 luu gitt DSM26421, va cac ching

c6 ngudn goc tir chung.

Thuét nglt “céc ching cé ngudn goc tir ching” phai duge hicu nhu duge xac

dinh & trén.

Theo do, theo mot phuong an dugc uu tién ching Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus dugce chon tir nhém bao gdm ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CHCC16159, dugc luu giltt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) véi sé Iuu gitt DSM26420, ching Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CHCC16160, dugc luu gitt & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) véi sé luu gitt DSM26421 va ching dot
bién c6 ngudn gbc tir cac ching nay, trong d6 ching dot bién dugc thu nhan bang cach

str dung mét trong sb cac ching dugc Iuu giit nay 1am nguyén lidu, va trong d6 ching
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dé6t bién nay duy tri dugc hodc cai thién hon nita déc tinh 1én men lactoza va/hoac dac

tinh tiét glucoza cia ching dugc luu giir trén day.

Khia canh th&t ndm theo sang ché d& xuit ché phim chira trong khoang tir 10*
dén 10'2 CFU (don vi khuén lac)/g ching Streptococcus thermophilus theo khia canh
thir nhit hodc thi hai ctia sang ché, nhu tir 10° dén 10" CFU/g, nhu tir 10° dén 10"
CFU/g, hodc nhu tir 107 d&n 10° CFU/g cta chiing Streptococcus thermophilus.

Theo mot phuong an dugc wu tién, chung Streptococcus thermophilus goi 1a
khéng thé axit héa sira 9,5% B, dugc dinh nghia 13 tao ra su gidm d6 pH it hon 1,0 khi
sita 9,5% B duoc cdy 10?-'107 CFU/ml ching Streptococcus thermophilus va dugc
trong thc‘)i gian 14 gi& & nhiét d 40°C, va ché phim con chira véi mot lugng hop chét,
md c6 thé gy ra su axit hoa sita 9,5% B boi chung Streptococcus thermophilus
CHCC16404 dugc luu git & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen véi sb luu gitt DSM 26722, dugc dinh nghia 1a tao ra sy giam d¢ pH baing
1,0 hodc cao hon khi sita 9,5% B dugc cdy 10°-10" CFU/ml ching Streptococcus
thermophilus va dugc U trong thoi gian 14 gio & nhiét do 40°C.

Tét hon néu, hop chit nay 13 sucroza.

Tbt hon néu, lugng sucroza nam trong khoang tir 0,000001% dén 2%, nhu tir
0,00001% dén 0,2%, nhu tr 0,0001% dén 0,1%, nhu tir 0,001% dén 0,05%.

Theo mot phuong &n dugc wu tién dic biét, ché phim nay con chira tir 10* dén
10" CFU/g chiing Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché, nhu tir
10° dén 10 CFU/g, nhu tir 10° dén 10" CFU/g, hoic nhu tir 107 dén 10° CFU/g ciia

chiing Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Ché phém dugc uu tién theo sang ché chira, vi du, chiung Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16159 va/hodc ching Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CHCC16160 két hop v6i ching Streptococcus thermophilus
CHCC15757. Ché phdm dugc wu tién hon nita chita ching Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CHCC16159 va/hodc Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CHCC16160 két hop véi ching Streptococcus thermophilus CHCC15887. Ché phim

-24-



35154

con dugc uu tién hon nita chita ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CHCC16159 va/hoic Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16160 két
hop véi ching Streptococcus thermophilus CHCC16404.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus va
cac vi khuan axit lactic khac thuong duge sit dung 1am gibng khéi déng dong vai tro
k¥ thuét trong san xuét céc thuc phém khac nhau, nhu trong cong nghiép san Xuét sira,
nhu cac san phém stta dugc 1én men. Do d6, theo mdt phuong an dugc wu ti€n khac

ché phim nay 14 thich hop 1am gidng khéi dong.

Gibng khoi dong c6 thé‘duqc dung giépg khéi dong & dang dong lanh hodc
1am kho ngoai gibng khoi dong 16ng. Do d6, theo mdt phuong 4n duge uu tién hon

nira ché phdm ndy & dang lam déng lanh, 1am d6ng kho hoic 1éng.

Nhu dugce boc 16 trong WO 2005/003327, c6 loi néu bd sung tac nhéan bao v¢
dong lanh vao giéng khéi dong. Do d6, ché pham giéng khéi dong theo sang ché co
thé chira mot hodc nhiéu tac nhan bao vé dong lanh dugc chon tir nhém bao gém
inosin-5’-monophosphat (IMP), adenosin -5’-monophosphat (AMP), guanosin-5’-
monophosphat (GMP), uranosin-5’-monophosphat (UMP), xytidin-5’-monophosphat
(CMP), adenin, guanin, uraxil, xytosin, adenosin, guanosin, uridin, xytidin,
hypoxantin, xantin, hypoxantin, orotidin, thymidin, inosin va din xuit cia céc hop

chét bét ky nhu vay.

Khia canh thir sdu theo sdng ché dé xuat phuong phép san xuat san pham sira
1én men bao gbébm budc cdy va budc 1én men co chat sita bang it nhat mot chung

Streptococcus thermophilus theo khia canh thi nhit hodc thir hai clia sang ché.

Thuét ngir “sita" dugc hiéu 13 su tiét tir tuyén sita thu dugc bang cach lay sira
dong vét c6 va bét ky, nhu bo, clru, d€, trau hodc lac da. Theo mgt phuong an duge vu

tién, sita 1a stra bo.

Thuét ngit “co chit sita” c6 thé 13 chit lidu sira tho va/hodc duge xir 1y bt ky

ma c6 thé duoc xir Iy 1én men theo phuong phép ctia sang ché. Do d6, co chét sita hitu
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ich bao gém, nhung khéng chi gii han trong sé dung dich/huyén phd cia sita hodc
san phim gidng sita bat ky chira protein, nhu sita nguyén kem hoc tach béo, bot sira
gﬁy, buttermilk, sffa b0t hoan nguyén, sita dic, sita bot, nudc sita, vang sita (whey
permeate), lactoza, nudc cai tir qua trinh két tinh lactoza, whey protein dang dam dic,
hoic kem twoi. R3 rang 13, co chét sita ny c6 thé c6 ngudn gbe tir dong vat ¢ va bat

ky, vi du 1a stta cua dong vat cé vu vé co ban tinh khiét, hodc sira bot hoan nguyén.

Tét hon néu, it nhit mdt phin cta protein trong co chét sira ndy 13 protein ¢6
tu nhién trong sita, nhu casein hoic whey protein. Tuy nhién, mot phan cua protein ¢6

thé 13 protein khong c6 tu nhién trong sira.

Truéce khi 1én men, co chat sita cé thé duge 1am dong nhat hoa va dugc tiét

tring theo phuong phap d3 biét trong linh vuc k¥ thuit nay.

“Pdng nhét héa” nhu duge sit dung & ban mé ta nay dung dé chi viéc tron 4%
dé thu dugc huyén pht hodc nhii twong hoa tan. Néu qua trinh ddng nhit hoa dugc
thure hién trudce khi 1én men, thi qua trinh ndy c6 thé duoc thyuc hién dé pha v chit béo
trong sita thanh kich ¢& nhé hon dé n6 khong con tach ra khéi sita nita. Qua trinh ndy

c6 thé dugce thuc hién bang cach dua sita & 4p suat cao qua céc 10 nho.

“Tiét tring” nhu dugc st dung & ban md ta nay dung dé chi viée xir 1y co chit
stra dé lam giam hodc han ché su c6 mat cia cac sinh vat séng, nhu vi sinh vat. Tét
hon néu, qua trinh ti€t trung dugc thuc hién béng cach duy tri nhiét do nhét dinh trong
khoang thoi gian nhat dinh. Thong thudng, nhiét d6 nhét dinh dat dugc bang cach gia
nhiét. Nhiét 4o va khoang thoi gian co thé dugc lwa chon dé giét chét hodc 1am bét
hoat vi khun nhét dinh, nhu vi khudn gy hai. Sau d6 c6 thé tién hanh buéc 1am mat
nhanh.

“Lén men” trong cac phuong phap theo sang ché ding dé chi viéc chuyén héa
hydrat cacbon thanh ruou hogc axit nh tic dong ciia vi sinh vat. Tt hon néu, qua
trinh 1én men trong cic phuong phéap theo sang ché bao gdm budc chuyén héa lactoza
thanh axit lactic.
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Qua trinh 1én men ding @& san xuét san pham sita 1én men d3 duoc biét 13 va
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat ndy s& biét cach thic lya chon cac diéu kién quy
trinh thich hop, nhu nhiét d9, oxy, luong va déc tinh cda vi sinh vat va thoi gian xir ly.
Hién nhién 12 diéu kién 1én men dugc lua chon sao cho dat dugc muc tiéu sang ché,

tic 1a d€ thu dugce san pham sita & dang ran hodc 16ng (sdn pham sita l1én men).

Thuét ngir “san pham sira 1én men” nhu dugc st dung & ban mé ta niy dung
dé chi san phim thuc phim hodc thirc an gia stc trong do viéc diéu ché san phim thuc
phim hoic thirc an gia stic bao gbm viéc 1én men co cht sita bang vi khuan axit lactic.
“San ph4m stra 1én men” nhu dugc sir dung & ban md ta ndy bao gdm nhung khéng chi
giéi han trong sb cac san phim nhu sita chua, pho mat, kem chua (sourv cream) va

buttermilk cling nhu nuéc sira Whey dugce 1én men.

Theo mot phuong an dugc uu tién néng do cua té bao Streptococcus
thermophilus dugc cy 13 ndm trong khoang tir 10* dén 10° CFU té bao Streptococcus
thermophilus cho mdi ml co chat sira, nhu tir 10* CFU dén 10° CFU t& bao

Streptococcus thermophilus cho mdi ml co chét sita.

Theo mot phuong an duge uvu tién khéac ching Streptococcus thermophilus goi
1a khéng thé axit hoa stta 9,5% B, dugc dinh nghia 1a tao ra su gidm do pH nho hon
1,0 khi sita 9,5% B duge cdy 10°-10" CFU/ml ching Streptococcus thermophilus va
duogc G trong thoi gian 14 gid & nhiét do 40°C, va co chit sira nay duoc cho thém mot
luong hop chét, hitu hiéu dé lam axit héa sita 9,5% B boi ching Streptococcus
thermophilus CHCC16404 dugc huu gitt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen véi sd luu gitt DSM 26722, duoc dinh nghia 13 tao ra sy giam d6 pH
béng 1,0 hodc cao hon khi sita 9,5% B duoc céiy 10%-10” CFU/ml ching Streptococus
thermophilus nay va dugc 1 trong thoi gian 14 gio & nhiét do 40°C.

Tét hon néu, hop chét nay 14 sucroza.

Tét hon néu, luong sucroza 12 nim trong khoang tir 0,000001% dén 2%, nhu
tir 0,00001% dén 0,2%, nhu tir 0,0001% dén 0,1%, nhu tir 0,001% dén 0,05%.
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Khia canh thir bay theo sang ché dé xuat phuong phéap san xuit san phim sira
1én men bao gébm buéc cdy va budc 1én men co chit sita bing it nhit mot ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thit ba hoéc thir tu ciia sang

ché.

Theo mot phuong an duge uu tién ndng dd cia t& bao Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus dugc cdy 13 ndm trong khoang tir 10* dén 10° CFU té
bao Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cho mdi ml co chét sita, nhu tir 10*
CFU dén 10® CFU té bao Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cho mdi ml co

chét sira.

Theo mét phuong an duoc wu tién, phuong phap dung dé san xuit san phim
sita 1én men bao gdm budc cdy va budc 1én men co chét sita bang it nhit mot ching
Streptococcus thermophilus theo sang ché va it nhit mot ching Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché.

Theo mot phuong 4n dugc uvu tién khac, san pham sita 1én men nay 1a sita

chua hodc pho mat.

Vi du vé phé mat dugc tao ra bang cich 1én men bing Streptococcus
thermophilus va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus bao gdm pho mat
Mozzarella va pho mat dung lam banh piza (Huier et al. (2010) trong The Technology
of Cheesemaking, 2" Ed. Blackwll Publishing, Oxford; 166-192).

Tot hon néu sdn pham sita 1én men nay 1a stta chua.

Trong pham vi sang ché, nudi cdy giéng khéi dong sita chua 13 nuéi ciy vi
khudn chira it nhit mot ching Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus va it nhit
mot chiing Streptococcus thermophilus. Theo sau day, thuat ngit “sita chua” ding dé
chi san pham sita 1én men thu dugc bang cach cdy va 1én men sita bang ché phdm chuta
chung Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus va ching Streptococcus

thermophilus.

Theo khia canh thit tdm, sang ché d xuit san phém stta 1én men thu duoc
bang phuong phép theo khia canh thir sau hozic thir bay cta sang ché.
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Theo khia canh th{r chin, sang ché d& xuét san phdm sita 1én men chtra it nhét
mdt ching Streptococcus thermophilus theo khia canh thir nhét hozc thir hai ciia sang

ché.

Theo khia canh thir mudi, sang ché d& xut san phim sita 1én men chira it nhat
mot ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thit ba hoic thir

tu cua sang ché.

Theo mdt phuong an duge wu tién, san phim sita 1én men chta it nhit mot
ching Streptococcus thermophilus theo sang ché va it nhit mét ching Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché.

Theo mot phuong 4n dugce uvu tién khac, san pham sita Ién men 13 sita chua

hodc pho mét. Tot hon néu, sdn pham sita 1én men 1a sita chua.

Theo khia canh tht mudi mdt, sing ché d& xuit viéc st dung ching
Streptococcus thermophilus theo khia canh thir nhat hodc thir hai cta sang ché dé tao

ra san pham sfta 1én men.

Theo khia canh thtt mudi hai, sang ché @& xuét viéc st dung Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thr ba hodc thir tu ciia sang ché dé tao ra

sdn pham sfra lén men.

Khia canh thtt mudi ba clia sing ché d& xuit viéc st dung ching
Streptococcus  thermophilus theo sang ché va Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus theo sang ché deé tao ra san pham sita 1én men.

Khia canh tht mudi bén dé xudt viée sir dung chung Streptococcus
thermophilus theo khia canh thi nhét hogc thir hai ciia sang ché dé 1am tang dd ngot

cta san pham sfra 1én men.

Khia canh thtt mudi lim theo sang ché dé xudt viéc st dung chung
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thr ba va thir tu cla sang

ché dé lam tdng dd ngot cla san pham sita 1én men.
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Khia canh tht mudi siu theo sang ché dé xuit viéc st dung ching
Streptococcus thermophilus theo khia canh thir nhat hodc thir hai cia sang ché va
chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thir ba va thir tu cia

séng ché dé 1am tang do ngot cua san pham sita 1én men.

Dic biét 13, tré con 12 nhém tiéu thu c6 xu thé wa thich san phim thuc phim c6
vi ngot va du tinh rang ching Streptococcus thermophilus theo sang ché va ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché c6 thé 1a dic biét hiru ich

trong viéc 1am ting do ngot ctia san pham sita 1én men du dinh ding cho tré con.

Khia canh tht mudi by theo sang ché dé xuat san pham sita 1én men theo

sang ché dé sir dung lam gidm lugng calo dua vao.

Séan phém sita 1én men theo sang ché dugc cho 1a dic biét hitu ich trong ché do

an cho nguoi bi thira cdn hodc béo phi.

Do d6, theo mot phuong 4n durge wu tién, san phim sira 1én men theo sang ché

1a ding @ 1am giam luong calo dwa vao & ngudi bj thira can hodc béo phi.

Theo dinh nghia ctia T chic y té thé gi6i (WHO) thira can va béo phi 1a su
tich lily bat thuong va du chit béo gdy nguy co cho sirc khoe. Chi sb khdi luong co thé
(Body Mass Index: BMI) c6 thé dugc sir dung 12 huéng din co ban dé phan loai tinh
trang thira can va béo phi & ngudi 16n va duge tinh toan 13 khéi luong ctia mot ngudi
theo kilogam chia cho binh phuong cia chiéu cao ctia ngudi d6 tiﬁh theo mét (kg/m?).
Theo dinh nghia cia WHO, chi s6 BMI cao hon hodc béng 25 la tinh trang thira cdn va
chi s6 BMI cao hon hoic bing 30 13 tinh trang béo phi. |

Khia canh tht mudi tdém theo sing ché dé& xudt viéc st dung ching
Streptococcus thermophilus theo khia canh thir nhat hodc thi hai cia sang ché dé 1am

giam ham lugng lactoza trong san pham sira 1én men.

Theo khia canh mudi chin, sang ché @& xuét viéc sir dung ching Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thi ba hodc thir tu cia sang ché dé 1am

giam ham lugng lactoza trong san pham sita 1én men.
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Theo khia canh hai muoi, sang ché dé xuét viéc sir dung ching Streprococcus
thermophilus theo khia canh thi nhit hoic thr hai cia sang ché va chung
“Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo khia canh thir ba hodc tha tir ciia sang

ché dé lam gidm ham luong lactoza trong san pham sira 1én men.

Theo khia canh thir hai mét, séng ché d€ xuat san pham sira 1én men theo sang

ché @é sir dung tranh hoi chimg khong dung nap lactoza.

Theo khia canh thir hai muol hai, sang ché d& xuit ché phdm theo sang ché

ding dé 1am thude.

Theo khia canh th&r hai muoi ba, sang ché d& xudt viéc sir dung ching
Streptococcus thermophilus theo sang ché dé cai thién sy sinh truéng cta ching

Bifidobacterium.

Theo mdt phuong an dugce uu tién ching Bifidobacterium nay thudc cac loai
dugc chon tir nhém bao gdm Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium  lactis,  Bifidobacterium  brevis, Bifidobacterium  animalis,
Bifidobacterium adolescentis va Bifidobacterium infantis, nhu ching dugc chon tir
nhém bao gdm ching Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12d duoc luu gitt &
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) véi s luu giir
DSM 15954, ching Bifidobacterium animalis duge huu gitt & DSMZ véi sb luu gitt,
DSM 15954, chung Bifidobacterium longum subsp. infantis dugc luu gitt & DSMZ véi
s Iuu gitt DSM 15953 va ching Bifidobacterium longum subsp. longum dugc lIuu gilt
& DSMZ véi s6 luu gitt DSM 15955.

Ching Bifidobacterium duge wu tién nhét 13 Bifidobacterium animalis subsp.

lactis BB-12d dugc luu gitt & DSMZ véi s6 luu gitt DSM 15954.

Theo khia canh thi hai muoi tu, sang ché dé& xuit viéc st dung chung
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus theo sang ché dé cai thién sy sinh truéng

cua chung Bifidobacterium.

Theo mot phuong an dugce wu ti€n ching Bifidobacterium thudc céc loai dugc
chon tir nhém bao gdm Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum,
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Bifidobacterium  lactis,  Bifidobacterium  brevis, Bifidobacterium  animalis,
Bifidobacterium adolescentis va Bifidobacterium infantis, nhu chung dugc chon tir
nhém bao gdm chung Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12d duoc luu giit &
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) véi s luu giir
DSM 15954, chung Bifidobacterium animalis dugc luu gitt ¢ DSMZ v6i s6 luu gitr,
DSM 15954, chung Bifidobacterium longum subsp. infantis dugc Iuu gitt & DSMZ véi
s6 Iuu gitt DSM 15953 va ching Bifidobacterium longum subsp. longum dugc lwu gitr
& DSMZ véi s6 Iuu gitt DSM 15955.

Chung Bifidobacterium duoc uu tién nhét 13 Bifidobacterium animalis subsp.

lactis BB-12d duoc hru gitt & DSMZ véi s6 huu gitt DSM 15954.

Theo khia canh thr hai muoi ndm, sang ché d& xuit viéc st dung ching
Streptococcus thermophilus theo sang ché va ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus theo sang ché d& cai thién su sinh truéng cia ching Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12d@ dugc luu git & Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen véi sé Iuu git DSM 15954.

2-deoxyglucoza va yéu t& quyét dinh kiéu phat trién ctia vi khuan trong moi v
truong M17+2% galactoza so v6i trong moi trudong M17+2% glucoza dugce st dung dé

chon loc vi khuén c6 dot bién & gen glucokinaza (glcK).

Theo khia canh thtr hai muoi séu, sang ché dé xuit phuong phap sang loc va
phan 1ap ching Streptococcus thermophilus mang gen glcK dot bién. Phuong phép nay

bao gdm céc budc sau déy:
a) tao ra chung gbc Streptococcus thermophilus 1én men galactoza;

b) chon loc va phan 14p tir vén cac ching Streptococcus thermophilus d6t bién
thu duge tir ching gdc vén cac chung Streptococcus thermophilus ddt bién c6 tinh

khang 2-deoxyglucoza; va

c) chon loc va phén 1ap tir vén céc ching Streptococcus thermophilus d6t bién

ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza ching Streptococcus thermophilus néu
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tbc do sinh trudng cia ching Streptococcus thermophilus dot bién nay trong moi

truong M17+2% galactoza la cao hon trong méi truong M17+2% glucoza.

Thuét ngt “c6 tinh khang 2-deoxyglucoza” trong ban mé ta nay duogc dinh
nghia 13 ching vi khuan d6t bién nhét dinh c6 kha ning phat trién thanh khuén lac khi
dugc ciy thanh vach trén dia chita méi truong M17 chita 2% lactoza hodc 2%
galactoza va chira 20 mM 2-deoxyglucoza sau khi 0 ¢ nhiét d§ 40°C trong thoi gian 20
gio. Su c6 mit clia 2-deoxyglucoza trong méi trudng nudi ciy s& ngin sy sinh truéng
clia cac ching khoéng dugc gy dot bién trong khi d6 su sinh truéng cia cic ching
dugc giy dot bién 13 khong bi anh huéng hodc khong bi anh huéng dang k&. Cac
ching khong dugc gy dot bién ma c6 thé duoc sir dung 1am céc ching ddi chung
nhay cdm trong viéc danh gia tinh khing bao gdm cac ching CHCC14994 va
CHCC11976. |

Vi du 1 va 2 trong ban mo ta ndy dwa ra vi du phan lap cac ching dot bién cia

Streptococcus thermophilus c6 tinh khang 2-deoxyglucoza.

Theo mét phuong an dugce wu tién, phuong phap nay con bao gdm buéc al)
lam cho ching gbc phat sinh dot bién, nhu tic déng vao chung gbc tac nhan gdy dot

bién héa hoc va/hoac vit ly.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién khéac, phuong phap con bao gdm bude d)
chon loc va phan l4p tir vén cac ching Streptococcus thermophilus cé tinh khang 2-
deoxyglucoza thu dugc tir ching Streptococcus thermophilus dugce chon loc & budce ¢)
ching Streptococcus thermophilus néu nhu téc d6 sinh truéng cia ching
Streptococcus thermophilus ndy 13 cao trong mdi trudng M17+2% sucroza nhung bang
khong hoic giam di it nhat 0-50% so v6i toc do sinh trudng cia ching gbc trong moi

truong M17+2% glucoza.

Céc chiing me (ching gbc) Streptococcus thermophilus 1én men galactoza c6
khi ning phét trién trén/trong mdi trudong M17+2% galactoza va duoc dinh nghia
trong ban mo td nay 1a ching cé kha nang lam giam d6 pH trong canh truong M17
chira 2% galactoza nhu 13 hydrat cacbon duy nhat xubng 5,5 hodc thip hon khi dugc
cdy tir nudi ciy qua dém & 1% va duogc i trong thoi gian 24 gid & nhiét d6 37°C. Céc
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ching duong tinh véi galactoza nhu vay da dugc mo ta trong tinh trang k¥ thuit va
W02011/026863 (Chr. Hansen A/S) mé ta phuong phép thu nhin cic chiing nhu vy.

Theo mét phurong 4n rit duoc wu tién, ching gbc duge chon tir nhém bao gbm
chung Streptococcus thermophilus CHCC14994 dugc luu gitt & Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen véi sé luu git DSM 25838, ching
Streptococcus thermophilus CHCC11976 dugc luu giit & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen v&i s6 hwu gitt DSM 22934, va c4c ching c6 ngudn

gbc tir chung.

Trong pham vi sang ché, thuat ngit "cac chiing c6 ngudn gde tir ching” phai
duoc hiéu 14 céc ching thﬁ dugc tir, hodc cac chiung ma co thé thu duoc tir cac ching
me (ching gbc) Streptococcus thermophilus 1én men galactoza nho vi du k¥ thuat di
truyén, blic xa va/hodc xir Iy bang hoéa chit. Ngoai ra “cac ching ¢6 ngudn gbe tir
ching” cling c6 thé 13 ching dot bién xut hién tu phat. Pugc wu tién néu “cac ching
c¢6 ngudn gbc tir chung” 13 ching dot bién twong duong chirc nang, vi du chung dot
bién vé co ban ¢ cung dac tinh, hodc dic tinh dugc cai thién (vi du lién quan dén 1én
men galactoza) nhu ching gdc ciia chiing. “Céc ching c¢6 ngudn gbe tir ching” nhu
vy 12 mot phan clia sang ché. Pic biét 13, thuat ngir “cac ching c6 ngudn gdc tir
ching” ding dé chi cac chiing thu dugc bing cach dua ching theo sang ché dén xur Iy
lam phat sinh dot bién duoc ding théng thudong bit ky bao gdm xir ly bang tic nhan
gy dot bién héa chit nhu etan metan sulphonat (EMS) hoic N-metyl-N'-nitro-N-
nitroguanidin (NTG), chiéu tia UV, hodc chung dot bién xut hién tu phét. Chuing 46t
bién c6 thé duge xir Iy mot sé 14n 1am phat sinh dot bién (xir 1y don phai duge hiéu 1a
mdt bude 1am phiét sinh dot bién tiép d6 13 budce sang loc/chon loc), nhung hién nay t6t
hon néu khong nhiéu hon 20, hodc khong nhiéu hon 10, hoic khong nhiéu hon 5, 1an
lam phét sinh dét bién (hodc cac budc sang loc/chon loc) duge thuc hién. Trong mot
ching 4ot bién dugc uu tién hién nay cé it hon 1%, it hon 0,1%, it hon 0,01%, it hon
0,001% hodc thadm chi it hon 0,0001% nucleotit trong hé gen vi khuén d3 dugc thay

bang nucleotit khac, hodc dugc bd di, so vai ching goc.
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Theo khia canh th hai muoi bay, ching d6t bién ching Streptococcus
thermophilus thu dugc bang phuong phap theo khia canh thir hai muoi bay duge tinh

dén trong ban mo ta nay.

Theo khia canh thir hai muoi tam, sang ché d& xuit phurong phap sang loc va
phan 18p ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus véi co ché trao ddi chét

glucoza suy yéu. Phuong phap bao gom céc budc sau day:
a) tao ra ching gbc Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus;

b) chon loc va phan lap tir vén cac ching dot bién Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus thu duoc tir ching gbc vén cac ching Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus c6 tinh khang 2-deoxyglucoza; va

c) chon loc va phan 1ap tir vén cac ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus c6 tinh khang 2-deoxyglucoza ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus néu tbc d6 sinh truéng cta ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus trong moéi truong MRS-IM+2% lactoza cao hon trong méi truong MRS-
IM+2% glucoza.

Viéc phan 1ap cac chung dot bién cua céac ching Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus c6 tinh khang 2-deoxyglucoza dugc mé ta chi tiét trong phén vi du.
Duya trén thtr nghi€ém chon loc khang 2-deoxyglucoza & Vi du 5, chuyén gia trong linh
vuc k¥ thudt nay cc’)Athé thir nghiém thong thuong ching quan tAm nhét dinh (vi du
chiing tir san phdm thurong mai lién quan) néu nhu ching quan tim cu thé nay c6 theo
ban md tA ndy tinh khing lién quan véi 2-deoxyglucoza. Duya trén kiéu phat trién
chiing dot bién khang 2-deoxyglucoza ctia Vi du 6 chuyén gia trong linh vuc k§ thuat
nay c6 thé thir nghiém thong thuong ching quan tdm cu thé (vi du mot ching tir san
phim thuong mai lién quan) néu snhu ching quan tim cu thé nay c6 kiéu phat trién

lién quan 1a mot déc tinh ctia ching dot bién duoc chon loc.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, phuong phép niy con bao gbm buéde al)
lam cho ching gdc phat sinh d6t bién, nhu tac déng vao ching gbe tic nhan gay dot

bién hoa hoc va/hodc vat 1y.
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Céc chiing me (ching gbc) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cé kha
nang phat trién trén/trong méi truong MRS-IM+2% lactoza va dugc dinh nghia trong
ban mo ta nay la chung c6 kha nang 1am gidm do pH trong canh trudong MRS-IM chira
2% lactoza nhu 13 hydrat cacbon duy nhat xubng 5,5 hodc thdp hon khi dugc ciy tir

nudi ciy qua dém & 1% va duogc U trong thoi gian 24 gior & nhiét do 37°C.

Theo mot phuong an rat dugc wu tién, ching gbe duge chon tir nhém bao gdm
chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC759 dugc luu giit & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen vé6i sb luu gitt DSM 26419, ching
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC10019 duge luu gitt & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi sé luu gitt DSM 19252, va cac

ching c6 nguodn goc tir chiing.

Theo khia canh ther hai muwoi chin, ching Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus thu dugc bing phuong phép theo khia canh khia canh thir hai muoi tdm

dugc tinh dén trong ban mé ta niy.

Céc phuong 4n theo sang ché durgc mo ta sau ddy, nhung khong phai 13 cc vi

du nham giéi han pham vi sang ché.
Vi du thwe hién sang ché

Chét lidu va phuong phép

Moéi truong:

Dbi v6i Streptococcus thermophilus, mdi truomg duge st dung 13 méi trudng

M17 da biét d6i v6i chuyén gia trong linh vure k¥ thuat ndy.
Moi truong thach M17 ¢6 thanh ph?m nhu sau trén mbi lit H,O:
Thach, 12,75 g
Axit ascorbic, 0,5 g

Casein pepton (tryptic), 2,5 g
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7 dinatri 8-glyxerophosphat pentahydrat, 19 g
magie sulfat hydrat, 0,25 g
nuée chiét thit, 5g
pepton tir thit (peptic), 2,5 g
pepton tir dau tuong (papainic), 5 g
dich chiét nAm men, 2,5 g
6 pH cubi 7,120,2 (25°C)
va canh trudng M17 ¢6 thanh phan nhu sau trén mdi lit H,O:
ascorbic axit, 0,5 g
magie sulfat, 0,25 g
nude chiét thit, 5 g
pepton tir thit (peptic), 2,5 g
natri glyxerophosphat, 19 g
pepton tu déu tuong (papainic), 5 g
trypton, 2,5 g
dich chiét nAm men, 2,5 g
d6 pH cubi 7,0£0,2 (25°C)

Ngudn cacbon duoc bd sung gdm céac chit vo trung lactoza 20 g/l, glucoza 20

g/l hodc galactoza 20 g/l.

Nhu d3 biét d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay, méi truong M17 13
moi truong duge xem 1a thich hgp for su sinh trudng cua Streptococcus thermophilus.
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Ngoai ra, theo nhur hidu biét ciia chuyén gia trong linh virc k§ thuét nay, trong pham vi
sang ché, dich dic M17 c6 thé dugc cung clp boi cac nha cung cip khac nhau va
khéng phu thudc vao nha cung cép cu thé (trong pham vi sai s§ do ludong tiéu chuén)
4p dung theo ban mé ta nay, sé& thu duoc cing mot két qua lién quan khang 2-

deoxyglucoza cho té bio quan tim lién quan trong ban mo ta nay.

Mbi trudng dugc st dung cho nudi cdy Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus 12 moi trudong MRS-IM. MRS-IM dugc st dung hodc & dang cac dia thach

hodc méi trudng 16ng.

Moi truong thach MRS-IM c¢é thanh phﬁn nhu sau trén méi lit H,O:

Trypton Oxoid L 42 100 g
Dich chiét ndm men Oxoid L 21 50g
Tween 80 Merck nr 8,22187 10g
K,HPO, Merck nr 105104 26 ¢
Na-axetat Merck nr 106267 5,0 g
Diamoni-hydro-xitrat Merck nr 101154 20g
MgSO,, 7 H20 Merck nr 105882 0,2 g
MnSO,, H20 Merck nr 105941 0,05 ¢
Thach SO-BI-GEL 13,0g

D6 pH sau khi hip tr dong duoc diéu chinh dén 6,9 + 0,1 & nhiét d 25°C.

Canh truong MRS-IM dugc sir dung trong cac Vi du sau day dung cho nubi
cdy 10ng c6 thanh phan nhu sau trén mdi lit H,0:
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Trypton Oxoid L 42 10,0 g
Dich chiét ndm men Oxoid L 21 50g
Tween 80 Merck nr 8,22187 1,0g
K,HPO, Merck nr 105104 2,6 g
Na-axetat Merck nr 106267 5,0¢g
Diamoni-hydro-xitrat Merck nr 101154 20¢g
MgSO,4, 7H20 Merck nr 105882 0,2 g
MnSO,4, H20 Merck nr 105941 0,05 g

D6 pH sau khi hdp tu dong duge didu chinh dén 6,9 + 0,1 & nhiét do 25°C.
Ngudn cacbon, lactoza 20g/1 hodc glucoza 20g/1, trude hét duoc loc vo tring va sau do

dugce cho vao canh truomg dugce khir trung.

Moi trudong MRS-IM néu trén c6 thé duoc thay d6i dén mot pham vi nao dé
ma khong anh hudng dn khia ning moi trudng gitp qué trinh sinh trudng
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Ngoai ra, chuyén gia trong linh vyc k¥
thuat nay sé duoc hiéu ring dich dic MRS-IM hoic cac thanh phan khéc véi thanh
phan d4 néu trén c6 thé nhan dugc tir cic nha cung cip khac nhau va duoc st dung dé
diéu chémoi truong MRS-IM. Céac méi truong nay s& dugc st dung twong tuw nhau
trong trong cac vi du sau day, dic biét la trong thir nghiém chon loc tinh khang 2-

deoxyglucoza.
Cdc ching me (chimg géc)

Streptococcus thermophilus CHCC11976 (chung 1én men galactoza v6i dot
bién & gen GalK va tao ra cic exopolysacarit nhu dugc mod ta trong WO
2011/026863).

Streptococcus thermophilus CHCC14994 (ching 1én men galactoza).
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC759.
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC10019.
Cdc chung cé tinh khang 2-deoxy-glucoza

Streptococcus thermophilus CHCC15757 (ching dot bién ¢6 tinh khéng 2-
deoxyglucoza cia CHCC14994).

Streptococcus thermophilus CHCC15887 (ching d6t bién c6 tinh khang 2-
deoxyglucoza cia CHCC11976).

Streptococcus thermophilus CHCC16404 (d6t bién tiét glucoza va 1én men
si€u lactoza cuia CHCC15757).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16159 (ching d6t bién c6
tinh khang 2-deoxyglucoza cia CHCC759).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16160 (ching d6t bién cé
tinh khang 2-deoxyglucoza cia CHCC10019).

Vi du 1: Str dung 2-deoxyglucoza dé phin 1gp chiing djt bién glucoza kinaza ciia

Streptococcus thermophilus vdi diic tinh ting tiét glucoza.

Dé phan lap ching dot bién cta ching Streptococcus thermophilus
CHCC11976 va ctia ching Streptococcus thermophilus CHCC14994, céc té bao thu
dugc tir sy sinh trudng ciia moét khuin lac dugc cdy vao 10 ml canh truong M17 chira

2% lactoza va dugc cho sinh truéng qua dém & nhiét d6 40°C.

Ngay tiép theo, cic ching nay dugc cdy thanh cic pha lodng lién tip trén cac
dia thach M17 chira 2% galactoza va dich ddm dic cia 2-deoxyglucoza c6 ndng do 20
mM (CHCC14994) hodc 30 mM (CHCC11976) va dugc 1 trong thoi gian 20 gio &
nhiét d6 40°C. Cac khudn lac c6 tinh khéng truéc hét duoc céy lai thanh vach trén
cung mot loai dia thach nhu méi treong ching da dugc chon loc. Cac vi sinh vat séng
sot dugc st dung dé céy canh trudong M17 méi pha chtra hodc 2% lactoza, 2%
galactoza hoic 2% glucoza va dém muc phat trién.
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Nghién ctru nay cho thiy 13 mot sé chiing dot bién c6 kha nang phat trién trén
galactoza nhanh hon trén glucoza dugc nhan dién nhu dugc phéc thdo & Vi du 2. Hai
ching d6t bién nhu vy 1a CHCC15757 va CHCC15887, twong tmg thu dugc tir
CHCC14994 va CHCC11976.

Vi du 2: Kiéu phdt trién ciia chiing djt bién khdng 2-deoxyglucoza

bé dam b_éxo cho viéc chon lgc chiing dot bién c6 tinh khéng 2-deoxyglucoza
c6 thé phat trién trén galactoza, hai ching dugc chon tir bd suu tdp ching 1én men
galactoza duoc sir dung. Trong khi cic ching 1én men galactoza nay van phat trién
trong pha cdp s nhan trong canh trudng M17+2% glucoza nhanh hon it nhit 10%
trong canh truong M17+2% galactoza, cac din xuét ctia ching d6t bién c6 tinh khang
2-deoxyglucoza cia CHCC11976 va CHCC14994, nhu CHCC15757 va CHCC15887,
mit khac duoc dic trung & chd trong canh truong M17+2% galactoza phat trién nhanh

hon trong pha cp sé nhén so v&i canh truomg M17+2% glucoza.

Su phit trién trong pha cép s6 nhan trong ban mé ta nay dugc do 13 su thay dbi
mat d§ quang cia nuoi chy phat trién theo ham sé mii & 600 nanomét (ODygo) theo thoi

gian ¢ nhiét do 40°C.

Nhu d4 biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc k§ thuét ndy, gia tri ndy c6 thé
thay dbi tuiy theo timg loai khi nudi ciy ndy trong pha phat trién theo ham sb mii.
Chuyén gia trong linh vire k' thuat nay s& biét cach thirc xac dinh su phat trién trong
pha cép sé nhén, vi du trong khoang OD7600 0,1-1,0.

Mat d6 quang (OD) ctia nudi cdy dugc do trong thiét bi do quang phd.
Két lugn:

Dua trén kiéu phét trién cia chung dot bién khang 2-deoxyglucoza ciia vi du
nay 2 — dbi véi ching quan tim cu thé (vi du chiing tir san phdm thuong mai lién quan)
— chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay théng thuong c6 thé kiém tra xem liéu néu
ching quan tdm cu thé c6 kiéu phat trién lién quan nhir néu trong ban mé ta nay 13 mot

ddc tinh cua ching dét bién dugc chon loc.
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Vi du 3: thir nghiém phdn tich djt bién ciia gen ma hda glucoza kinaza.

Phén 14p toan bd ADN tir cic ching dot bién dugc nhén dién & Vi du 1 dé
thuc hién thir nghiém phan tich d6t bién trong gen ma héa glucoza kinaza. Viéc xéc
dinh trinh tr gen glucoza kinaza di cho thdy ring gen & CHCC15757 chtra d6t bién
khong bao toan & codon 141 tao ra isoloxin thay vi codon tao threonin. Viéc xac dinh
trinh tur cia gen tir ching d6t bién CHCC15887 cho thdy c6 d6t bién & codon 72 tao ra
thay ddi axit amin khong bao toan tir serin thanh prolin (Fig. 2)

Céc chiing c6 tinh khang 2-deoxyglucoza phit hop véi cac didu kién duoc néu
cu thé & Vi du 1 va 2 va duge phén 14p nhu m6 ta & Vi du 1 dac trung & chd c6 dot
bién & gen mi hoa glucoza kinaza (gch). Dot bién ndy co thé din dén thay d6i axit
amin cua enzym dugc ma hoéa hodc dan dén tao ra codon dirng ma s€ cat cut enzym

dugc ma hoa.

Dé boc 16 dot bién & gen glcK, ching quan tdm cu thé duge cho phét trién
trong canh trudng 16ng (M17) cb bd sung 2% lactoza & nhiét d6 40°C qua dém. Sau
khi phan 1ap ADN nhiém sic thé, ADN dugc xir Iy phan tich PCR bang cach sir dl_mg.
hai doan mdi bd trg viing bao toan nim ngay phia trudc va ndm ngay phia sau gen mi

héa glucoza kinaza. Trinh tu cua cdc doan moi 1a nhur sau:

GKIF: 5' CTT GGG TAA AAG GCT CTA TG 3' (SEQ ID
NO. 3)

GKIR: 5' CGT TTT TCA ACA AAA AAG TGC TACC 3' (SEQ ID
NO. 4)

Piéu kién cho cac phan tmg PCR dugc néu rd boi nha san xuét kit khuéch dai
PCR (ROCHE) vi du

2 ul ADN nhiém sic thé
1 ul doan mdi GK1F
1 pl doan mdi GK1R

-42-



35154

25 ul hén hop gbe
21 ul H20
chuong trinh PCR: (94°C-1,5 phut., 50°C-1 phut., 72°C-1,5 phut)x30

Viéc khuéch dai PCR tao ra manh 1168 bp. Sau khi tinh ché bang cach sir
dung kit tinh ché PCR tir Biorad, manh PCR nay dugc dem xac dinh trinh twy ADN &
Macrogen bang cach st dung hai doan mdi giéng nhu doan mdi duoc st dung dé

khuéch dai.

Sau khi x4c dinh trinh tu, trinh tw ADN dugc so sanh véi trinh tu cda ching

gbe.
Vi du 4. Phdn tich hydrat cacbon ciia sita dwgc lén men.

Trong thir nghiém khéc, xac dinh ndng d6 duong cia dudng quan tim trong
sita dugc 1én men bing twong tmg CHCC14994, CHCC11976, CHCC15757 va
CHCC15887. Sita 9,5% B dugc ciy 1% (10°-10" CFU/ml) nudi cdy duge cho phat
trién qua dém trong canh truong M17 d4 bd sung 2% galactoza. Qua trinh axit héa
dugc theo dbi bang INTAB PC logger va phan mém Easyview. Sau 30 gid axit héa &
nhiét d6 40°C cac mAu sita duoc dem phan tich HPLC dé thu dugc ham lugng cia cac
dudng va céac axit quan tim. Cac dudng cong axit hoa cho thiy 13 cac ching dot bién
ndy c6 su khéi ddu axit héa hol chdm hon nhung két thic & d6 pH twong ty nhau. S6
liéu HPLC dugec trinh bay trong Bang 1.

Tir bang 1 nhan thdy ring hai ching d6t bién gleK, CHCC15757 va
CHCC15887, tiéu thu it nhit 71% lactoza, trong khi d6 the cac chiing me (chung gdc)
tiéu thu khoang 28% lactoza. P46i voi chiing d6t bién 1én men lactoza nhiéu nhét,
CHCC15887, chi con lai luong nho 11,9 mg/ml trong sita d3 1én men nay diéu niy cho
thdy vai trd clia san phdm nay ngay ca cho nhitng ngudi khong dung nap lactoza. Rt
dang ké 13 hai ching dot bién glcK da tiét ra tir 8,3 dén 11,3 mg/ml glucoza trong khi
su tiét glucoza ciia cac chiing me (chiing gdc) 1 thip hon muc phat hién. Pdng thoi ca

hai chiing d6t bién con tiét galactoza nhiéu hon cac ching me (ching gbc): nim trong
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khoéng tir 34 dén 52%. Luu ¥ 13 d6 ngot ctia sucroza 1a 100 d6i ching, va d6 ngot cia
lactoza 1a 16, d6 ngot cia galactoza 1a 32 va dd ngot cia glucoza 1a 74,3, tinh toan 4o
ngot tuong d6i ciia san phim 1én men cudi cho thiy do ngot khi duge 1én men bang
ching dot bién t6t nhit CHCC15757 tang 2,0 1dn so vé6i ching gbc twong tmg
CHCC14994.

Béang 1: S6 liéu HPLC ctia cidc mau sfra.

Mau Luong Luong Luong Luong Luong Luong Lugng
S6 mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mgml mgml
Axit Axit Axetic  Galactoz Glucoz Lactoza Fructoz Do ngot
xitric lactic axit a a a
Gi6i han phat  <1,25 <1,25 <1,25 <1,5 <15 <15 <15
hién
Stra 1,8 1,7 <1,25 <L,5 <L,5 47,6 <1,5 761,6
CHCC11976 2,0 8,2 <1,25 7,2 <1,5 34,4 <1,5 781
CHCC15887 1,8 7.8 <1,25 10,9 8,3 11,9 <1,5 1156
CHCC14994 1,8 7,2 <1,25 49 <1,5 343 <1,5 705,6
CHCC15757 1,7 7,1 <1,25 10,3 11,3 13,8 <15 1390

Do ngot dugc tinh todn: mg/ml glucoza *74 + mg/ml lactoza *16 + mg/ml

galactoza * 32.

Vi hai ching dot bién glcK, CHCC15757 va CHCC15887, tiét ra lugng cao
glucoza, dy tinh ring cic dot bién & gen glcK 1am bét hoat protein glucokinaza dugc

ma héa.

Vi du 5: Chon loc cdc chiing Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus co tinh

khang 2-deoxyglucoza
Chon loc ching dét bién c6 tinh khdng 2-deoxyglucozas

Hai ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus quan tam, CHCC759
va CHCC10019, dugc céy ddc 1ap nhau vao 10 ml canh truong MRS-IM duge mo ta
trén day chira 2% lactoza va duoc i ky khi & nhiét do 40°C qua dém. Trong budc tiép

theo, miu clia cic nudi cly niy chira khoang 3 X 10° té bao dugc cdy trén cic dia
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thach MRS-IM chira 2% lactoza va ngoai ra chira 20 mM 2-deoxyglucoza. Cac khuin
lac phat trién trén cac dia nay tinh ché béng mét 1an vach khun lac trén cac dia thach
MRS-IM chtra 2% lactoza va ngoai ra chira 20 mM 2-deoxyglucoza va duge dic ta

thém nhu dugc mo ta sau day.
Thir nghiém tinh khdng 2-deoxyglucoza:

Phurong phép sau thich hop dé xac dinh xem ching quan tdm c6 tinh khang 2-
deoxyglucoza hay khéng. Ching quan tim duoc cdy vao 10 ml canh trudng MRS-IM
dugc mo ta trén day chL’raZ% lactoza va dugc u ky khi & nhiét 46 40°C qua dém.
Trong budc tiép theo, cac mAu pha lodng ctia cac nudi ciy nay chira khoang 10%-10° té
bao dugc dan moéng trén cac dia thach MRS-IM chita 2% lactoza va ngoai ra chira
cling mdt néng dd 2-deoxyglucoza duogc st dung dé chon loc ching dot bién c6 tinh
khang (théng thudng & ndng d6 20 mM nhung cac ndng d6 khac c6 thé dugce st dung).
Céc dia thach nay duoc U trong diéu kién ky khi trong thoi gian 20 gidr & nhiét do 40°C
va duogc theo doi. Cac chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ma khong c6
tinh khang 2-deoxyglucoza néu c6 s& chi tao ra rat it khuén lac trong khi d6 céc ching
c6 tinh khang 2-deoxyglucoza sé& tao ra vo sd khuin lac. Cac mau ddi chimg thich hop
bao gdbm céac ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, CHCC759 va
CHCC10019, ma nhay vé6i 2-deoxyglucoza & ndng d6 20 mM va CHCC16159 va
CHCC16160 c6 tinh khang 20 mM 2-deoxyglucoza.

Két qua: Mot s6 dong c6 kha ning phat trién trong didu kién chon loc véi su
c6 mit 2-deoxyglucoza duge phan lap theo phuong phap nay. Cac ching dot bién cho
su phat trién nhanh trén céc dia c6 2-deoxyglucoza dugc ky hiéu 13 CHCC16159 (thu
dugc tir ching gbc CHCC759) va CHCC16160 (thu dwoc tir ching gbc CHCC10019).
Céc chiing nay dot bién dugc ndp lvu & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) GmbH.

Vi du 6: Kiéu phdt trién ciia chiing dpt bién cé tinh kha’ng 2-deoxyglucozas cuia

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Pé dam bao ring ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus hodc 12 mat kha ning phat trién trén glucoza hoic suy
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yéu kha nang phat trién trén glucoza 13 ngudn cacbon, kiéu phat trién cta cic ching
dot bién nay duoc so sanh véi kiéu phat trién cac ching me (ching gbc) bang cich
nudl phat trién ca cac ching me (ching gbc), CHCC759 va CHCC10019, va cac
ching d6t bién, CHCC16159 va CHCC16160, trong canh truong MRS-IM chira 2%

glucoza.

Trong khi 2 chiing me (chiing gbc), CHCC759 va CHCC10019, phat trién theo
ham sb mii trong canh truong MRS-IM duogc bd sung 2% glucoza véi thoi gian nhan
d6i nh6 hon 10 gid, hai ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza CHCC16159 va
CHCC16160 khong phét trién hodc chi phat trién rat tir tir trong moi trudng ndy. Su
phat trién trong pha sé mii duoc theo dbi bang cach do mat d6 quang ctia nubdi cdy phat
trién theo ham s6 mii & 600 nanomét (OD600) & nhiét d6 40°C trong thiét bi do quang
phé. Pha sb mii caa phat trién dat dugc & OD600 nam trong khoang 0,1-1,0.

Vi du 7: Phéan tich hydrat cacbon ciia sita dwgc lén men bdng cdc chiing

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Trong thir nghiém khdc, x4c dinh ndng d6 dudng cua cac dudng khac nhau
trong sita duwoc 1én men bing cac ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
twong tmg véi CHCC759, CHCC10019, CHCC16159, va CHCC16160. 9,5 % stta B
duoc cdy 1% (10°-107 CFU/ml) nuéi cy 16ng duoc cho phat trién qua dém ky khi
trong canh trudng MRS-IM chira 2% lactoza. Qua trinh sy axit héa dugc theo ddi bang
INTAB PC logger va Phan mém Easyview. Sau 30 gid axit héa & nhiét d6 40°C, céac
mAu sita dugc dem phan tich HPLC dé do lugng dudng va axit hitu co khac nhau. Cac
dudng cong axit héa cho thiy 13 cac ching dot bién nay cé su khoi dau axit hoa hoi

cham di va két thiic & &0 pH hoi cao hon. $6 liéu HPLC dugc trinh bay trong Bang 2.

Nhu cé thé nhan thdy tir bang 2, hai ching dot bién c6 tinh khang 2-
deoxyglucoza, CHCC16159 va CHCC16160, tiéu thu it nhat khoang 94 % lactoza,
trong khi d6 cac ching me (ching gdc) tiéu thu it nhit khoang 37 % lactoza. Dbi véi
ching ddt bién nay cho san xudt axit lactic cao nhit, CHCC16160, chi mét luong nhé
2,9 mg/ml lactoza con lai trong sita d3 1én men. C4c san phim sita duoc 1én men véi
luong lactoza thip nhu vdy c6 thé 13 thich hop ding cho ngudi khéng dung nap
lactoza.
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Diéu c6 ¥ nghia 13, hai ching dot bién, CHCC16159 va CHCC16160, tiét
trong khoang tir 15,2 dén 15,8 mg/ml glucoza trong khi su tiét glucoza clia cac ching
me (ching gdc) 1an luot 13 thip dudi mirc phat hién d6i véi CHCC10019 va 4,2 mg/ml
d6i voi CHCC759. DPdng thoi ca hai cac ching dot bién ciing tiét nhidu galactoza hon
cac chiing me (ching géc). Néu nhu gia tri d6i chimg vé do ngot cta sucroza 13 100,
va do ngot cua lactoza 1a 16, do ngot cta galactoza 1a 32 va o ngot cia glucoza 1a 74,
tinh toan d6 ngot twong ddi ctia san phim 1én men cudi cho thdy 13 ching dot bién
CHCC16160 cho san phim sita 1én men ngot hon 2,5 14n so véi ching gbc twong tmg
CHCC10019. |

Bang 2: S0 liécu HPLC cua cic mau sira.

Mau Luong | Lugng | Luong | Luong | Luong | Luong | Luong
No. mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Axit Axit Axit Galac- Glu- Fruc- | d6 ngot
xitric | lactic | axetic toza coza |Lac-toza| toza
Gi6i han phat
hién <1,25 | <1,25 | <1,25 <15 <1,5 <1,5 <15
Stra 1,9 <1,25 | <1,25 <1,5 <15 55,5 <1,5 888
CHCC759 1,8 9,6 <1,25 13,1 4,2 18,1 <1,5 1021
CHCC16159 2,0 7.9 <1,25 21,4 15,2 1,7 <1,5 1841
CHCC10019 1,8 11,1 <1,25 12,4 >1,5 20,8 <1,5 730
CHCC16160 1,9 5,4 <1,25 | 194 15,8 2,9 <15 1841

Do ngot dugc tinh toan: mg/ml glucoza *74 + mg/ml lactoza *16 + mg/ml

galactoza * 32.

Vi du 8: Chon loc dét bién Streptococcus thermophilus tiét glucoza va 1én men siéu

lactoza

Dé phan 13p dot bién tiét glucoza va 1én men siéu lactoza cua ching
Streptococcus thermophilus CHCC15757, té bao thu dugc tir su sinh truéng ctia mét
khuén lac dugc cdy vao 10 ml canh truong M17 chira 2% galactoza va dugc cho phat

trién qua dém & nhiét do 40°C.

Ngay tiép theo, ching nay dugc dan thanh méng thanh céc pha loing lién tiép
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trén cac dia thach M17 chira 2% galactoza va ndng do 2-deoxyglucoza bing 30 mM va
dugc 1 trong thoi gian 20 gidr & nhiét d6 40°C. Cac khudn lac ¢6 tinh khang trudc hét
dugc cdy lai thanh vach trén cling mét loai dia thach nhu méi trurong chung d3 duoc
chon loc. Cac vi sinh vat séng s6t dugc sit dung dé cdy canh treong M17 méi pha chira

hodc 2% lactoza, 2% galactoza, 2% sucroza hodc 2% glucoza.

Tir nghién ciru ndy, cc tac gia sang ché co thé phan lap chung dot bién,
CHCC16404, thu dugc tir CHCC15757, ma khong thé phét trién trong sita B nhung c6
thé phat trién trong M17 dugc bd sung 2% sucroza & nhiét do 40°C. Ngoai ra,
CHCC16404 khong thé phat trién trong M17 dugc b sung 2% glucoza.

Su phit trién trong pha cdp s6 nhan trong ban mé ta nay duoc do 13 sy bién dbi
mat d9 quang ctia nudi cdy phat trién theo ham s6 mii & nhiét d6 600 nanomét (ODgq0)

theo thoi gian & nhiét 6 40°C.

Vi du 9: Kiéu phdt trién ciia chiing djt bién tiét glucoza va lén men siéu lactoza

Streptococcus thermophilus CHCC16404

Pé dam bao sy duy tri va sinh trudng phi hop cia ching dot bién
CHCC16404, chiing nay dugc cho phét trién & nhiét d6 40°C trong mdi truong M17
duogc bd sung 2% sucroza. C4c tic gia sang ché bit ngd nhén thiy ring ching @6t bién
CHCC16404 c6 thé axit hoa sita 9,5% B chi khi ching nay dugc cdy 1% (10°-107
CFU/ml) nudi cy dugc cho phat trién qua dém trong canh trudng M17 dugc bd sung
2% sucroza hodc khi sita dugc cho vao sucroza. Céc tac gid sang ché nhan théy 1a viéc
b sung chi lrgng nhd 0,01 % sucroza vio sita giap CHCC16404 axit héa sita 9,5% B.
Ngoai ra, CHCC16404 khéng thé phat trién trong M17 dugc bd sung 2% glucoza &
nhiét do 40°C khac v&i chiing gbc CHCC15757 14 c6 thé phat trién trong M17 dugc bd
sung glucoza trong ciing mot diéu kién. Tong hop cac két qua nay cho thiy ring viéc
xir Iy CHCC15757 bang 2-deoxyglucoza, gitip tao ra CHCC16404, d4 chon loc duoc
dot bién 1am bAt hoat hé théng hip thu glucoza pha v& su hép thu glucoza duge tiét ra

tr moi trudng

Vi du 10: Phan tich hydrat cacbon ciia sita dwoc Ién men bing chiing dt bién tiét

glucoza va lén men siéu lactoza Streptococcus thermophilus CHCC16404
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Trong thir nghiém khac, xac dinh ndéng d6 dudong ctia cic duong quan tim
trong sita duoc 1én men bing CHCC16404. Cac chai chira sita 9,5% B 14n luot duoc
b sung 0,01%, 0,02%, 0,03% va 0,05% sucroza dugc ciy 1% (10°-10” CFU/ml) nudi
ciy dugc cho phat trién qua dém trong canh truong M17 d3 bd sung 2% sucroza. Theo
ddi qué trinh axit hoa bang INTAB PC logger va phdn mém Easyview. Sau 30 gidr axit
héa & nhiét d6 40°C, cac mau sita duge dem phéan tich HPLC dé x4c dinh ham luong

cac duong va cac axit lién quan.

Tir bang 3 nhan thdy ring dot bién tiét glucoza va 1én men siéu lactoza
CHCC16404, bt ngo, ti€u thu toan bo lactoza & tt ca cac né)ng d6 sucroza dugc bd
sung duoc thir nghiém trong thir nghiém nay. Cac tac gia sang ché cling d3 nhéan thiy
rang khi bd sung ndng do sucroza cao hon (vi du > 0,1 ing/ml), qua trinh 1én men
lactoza 13 khong hoan toan trudc khi dat dén d6 pH cudi. Ngoai ra Bang 3 cdn cho
thdy 13 tit ca lactoza dugc chuyén hoa thanh glucoza va galactoza va ring chi mot
phan galactoza dugc str dung cho qué trinh 1én men & tt ca cac ndng do sucroza dugc
b sung. Pidu dugc quan tm 13 glucoza duoc tiét ra khéng bi hap thu tiép nh d6 con
dé lai hon 23,9 mg/ml glucoza trong sira. Vi khoang 25% galactoza lai dugc 1én men,
nén con hon 16 mg/ml galactoza con lai trong sita sau khi 1én men. Nhitng sb liéu nay
cho thdy ring CHCC16404, ngoai dot bién glcK dugc thir huéng tir ching gbc
CHCC15757, con gin d6t bién 1am bat hoat hé théng hip thu glucoza pha v& su hip
thu glucoza dugc tiét ra tir mdi trudng. So sanh cac s liéu trong Bang 3 véi cac sb lidu
trong Bang 1 va tinh ring d6 ngot dbi chtng cua sucroza 1a 100, va dd ngot cua
lactoza 1a 16, d6 ngot cia galactoza 1a 32 va do ngot cia glucoza 1a 74,3, tinh toan do
ngot tuong ddi cta san phim lén men cudi cho do ngot khi dﬁqc 1én men bing

CHCC16404 cao hon khoang 3,5 14n so vé6i chimg CHCC14994.
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Bang 3: S6 liéu HPLC cila cic mAu sita.

Mau Luong Luong Lugng Luong | Luong | Luong
) mg/ml Mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml
Axit xitric | Axit lactic | Axit axetic | Galac-toza | Glu-coza | Lac-toza | 0 ngot
Gi61 han phat hién <1,25 <1,25 <1,25 <1,5 <1,5 <1,5

Stra 1,8 1,7 <1,25 <15 <1,5 47,6 762
CHCC16404+ 0,01% sucroza 1,9 5.4 <1,25 16,1 239 <15 2291
CHCC16404+ 0,02% sucroza 2,0 5,6 <1,25 17,0 25,3 <1,5 2424
- [CHCC16404+ 0,03% sucroza 2,0 5,6 <1,25 16,4 24,1 <1,5 2315
CHCC16404+ 0,05% sucroza 2,1 6,0 <1,25 17,3 25,4 <1,5 2441

dd ngot dugc tinh todn: mg/ml glucoza *74 + mg/ml lactoza *16 + mg/ml

galactoza * 32.

Vi du 11: Phén tich hydrat cacbon ciia sita dwgc l1én men bing két hop ciia cdc
chiing Streptococcus thermophilus va cdc chiing Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus

Trong thir nghiém ndy, ndng d6 cta cac dudng va cac axit hitu co duge xac
dinh trong sita dugc 1én men bang két hop cac chiung Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (dugce chon tr CHCC759, CHCC10019, CHCC16159 va CHCC16160) va
chung Streptococcus thermophilus 1a hoac CHCC14994, CHCCI15757 hoac
CHCC16404.

Qué trinh san xuét sita chua thuong bao gém viéc st dung hdn hop gibng
khoi dong chira ca Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus va cac chung
Streptococcus thermophilus. Thong thudng, co chat sita dugc sir dung trong san xuét
stta chua duogc cdy 1 phan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus va 9 phin
Streptococcus thermophilus. Dé phan tich kha ning tiét glucoza trong phan tich chuén
dé san xuit sita chua, sita 9,5% B duoc céy 0,1 % Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus nudi cdy dugc cho phat trién qua dém ky khi trong canh truong MRS-IM
chita 2% lactoza va 0,9% Streptococcus thermophilus nudi ciy dugc cho phat trién qua
dém trong canh truong M17 chia 2% galactoza (CHCC15757) hodc 2% sucroza
(CHCC16404). Theo d&i qua trinh axit héa bang INTAB PC logger va phin mém
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Easyview. Sau 30 gi¢ axit hoa, cdc miu sira duge dem phan tich HPLC @ do lugng

cac dudng va cac axit khac nhau. S liéu HPLC duoc trinh bay trong Bang 4.

Tir bang 4, c6 thé nhan thdy ring viéc sir dung chiing dot bién c6 tinh khang 2-
deoxyglucoza CHCC15757 va CHCC16404 cta Streptococcus thermophilus dan dén
su tiét glucoza vao sita cho dit né duge dung két hop véi ching gbc Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus hoic véi ching d6t bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza
ctia né. Tuy nhién, thu duoc ndng d6 glucoza cao hon khi ding két hop cta céc ching
dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza thuoc ca hai loai, vi du két hop cuia
CHCC15757 va CHCC16159, hoic két hop cia CHCC15757 va CHCC16160. Khi st
dung c4c hdn hop nudi cdy nay, it nhat 82% lactoza di dwoc nhan thiy 1a dugce tidu
thy, va trong khoang tir 11,8 mg/ml dén 14,1 mg/ml glucoza dugc nhan thdy 13 duoc
tiét ra ngoai. Thu dirgc cac két qua tuong tu khi ching Streptococcus thermophilus 1a
CHCC15887 ciing 1a chiing dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza mang dot bién &
gen glcK.

Déng thoi, sy c6 mat cta chung dot bién c6 tinh khéng 2-deoxyglucoza &
gidng khoi dong cﬁng gdy tiét nhidu galactoza hon. Khi sir dung két hop cua cac ching
dot bién, vi du CHCC15757 va CHCC16159, viée tiét galactoza 14 cao hon khoang 3
lan (17,1 mg/ml) so véi gidng khéi dong chira cac cic ching me (ching gbc) tuong
ung CHCC14994 va CHCC10019.

Su tiét glucoza tham chi 13 hiéu qua hon khi ding két hop ching dot bién tiét
glucoza va lén men si€u lactoza Streptococcus thermophilus CHCC16404 va cac
ching dot bién c6 tinh khang 2-deoxyglucoza ciia Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, vi du Két hop cua CHCC16404 va CHCC16159, hodc Két hop cta
CHCC16404 va CHCC16160.

Véi tinh toan 13 d6 ngot cia sucroza 13 100 (gi4 tri d6i chimg), va d6 ngot cia
lactoza 1a 16, d6 ngot cua galactoza la 32 va d ngot cia glucoza la 74, tinh todn do
ngot twong ddi ctia san phdm 1én men cubi, dugc thé hién & dong cubi Bang 4, cho
thdy 1 cac két hop khac nhau clia cic ching cho phép x4c dinh ndng d6 cudi cia
lactoza, glucoza va galactoza con lai trong san pham 1én men cudi. Néu nhu muén c6

stta chua véi d6 ngot bén trong cao nhat do nong do cao glucoza va galactoza dugc tiét
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ra va khong c6 lactoza thi két hop hiéu qua nhét cta cic ching 13 CHCC16404 va
CHCC16160. Két hop ndy tao ra sita chua c6 do ngot cao hon 3,6 1an két hop tuong
ung cua cac ching nhay 2-DG cua Streptococcus thermophilus va Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, CHCC14994 va CHCC10019 va khong con lactoza &

mure phét hién dugc trong sira da 1én men nay.

Bang 4: S6 liéu HPLC ctia cic mAu sita duge 1én men bang hdn hop nudi ciy

Céc ching Luong Lugng Luong Lugng Luong | Luong
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml
Axit xitric | Axit lactic | Axit axetic | Galac-toza | Glu-coza | Lac-toza | d6 ngot
Gi6i han phat hién <1,25 <1,25 <1,25 <1,5 <1,5 <15
Sita 1,7 <1,25 <1,25 <1,5 <1,5 51,6
CHCC14994+CHCC10019 1,8 | 7,6 <1,25 57 <15 33,6 722
CHCC14994+CHCC16159 1,9 7,7 <1,25 5,6 <1,5 36,4 762
CHCC15757+CHCC10019 1,7 9,7 <1,25 12,9 6,5 13,2 1108
CHCC15757+CHCC16159 2,0 10,4 <1,25 17,1 14,1 9,5 1743
CHCC14994 + CHCC759 1,7 7.4 <1,25 5,6 <1,5 31,6 686
CHCC14994 + CHCC16160 1,8 7,3 <1,25 5,5 <1,5 32,4 693
CHCC15757+CHCC759 2,1 13,8 <1,25 16,6 6,5 12,2 1209
CHCC15757+CHCC16160 2,0 8,7 <1,25 13,2 11,8 8,5 1432
CHCC16404+CHCC10019 2,2 - 8,1 <1,25 .1 1,5 1,8 249 900,1
CHCC16404+CHCC16159 2,2 7,8 1,3 20,9 14,9 3,9 1838.3
CHCC16404+CHCC16160 2,3 7,7 <1,25 23,1 22,3 <L,5 | 2396,1
CHCC16404*+CHCC10019 2,1 10,7 <1,25 17,7 11,9 3,2 1501,8
CHCC16404*+CHCC16159 2,0 11,0 <1,25 22,2 20,2 <1,5 | 22113
CHCC16404*+CHCC16160 2,1 6,6 <1,25 18,3 25,8 <L,5 | 25025

* bd sung 0,05 % sucroza

do ngot dugce tinh todn: mg/ml glucoza *74 + mg/ml lactoza *16 + mg/ml

galactoza * 32.
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Vi du 12. Cdi thign su sinh truéng ciia Bifidobacteria bang cdch st dung ch ung dot
bién tiét glucoza ciia Streptococcus thermophilus va Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus

Mot sé trong sb cac vi khudn probiotic dugc biét dén nhét
Bifidobacterium,animalis subsp. lactis BB-124d (c6 trén thi truong tir Chr. Hansen A/S,
Hoersholm, Denmark) khong phat trién tt khi ¢6 mit don 1é trong mdi trudong trén co
s& lactoza nhu sita. Do d6 trong thir nghiém nay, cac tac gia sang ché di khao sat tic
dong clia viéc dung két hop Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12d véi ching
tiét glucoza Streptococcus thermophilus hodc Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus.
Thir nghiém 1:

CHCC 5445 (BB-12d) dugc cho sinh truéng & diéu kién ky khi qua dém &
nhiét 46 40°C trong MRS+0,05% xystein clorua.

CHCC14994 duoc cho phét trién qua dém & nhiét d6 40°C trong M17 ¢6 2%

galactoza.

CHCC 15757 dugc cho phét trién qua dém & nhiét do 40°C trong M17 ¢6 2%

galactoza.
Thtr nghiém 2:

CHCC 5445 (BB-12d) duogc cho sinh truéng & diéu kién ky khi qua dém &
nhiét 4§ 40°C trong MRS+0,05% xystein clorua.

CHCC10019 duoc cho phat trién qua dém ky khi & nhiét d6 40°C trong MRS

c6 2% lactoza

CHCC16159 dugc cho phat trién qua dém ky khi & nhiét do 40°C trong MRS

c6 2% lactoza

Sau chai c6 200 ml stta B duogc cdy ¢ nhiét do 40°C qua dém véi téng cdng
1% nudi cdy di phat trién qua muc c6 mat d6 quang tuong duong:
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1. 1% CHCC 5445 (BB-124).
2. 0,5% CHCC 5445 (BB-124d) + 0,5 % CHCC149%4
3. 0,5% CHCC 5445 (BB-124d) + 0,5 % CHCC15757
4. 1% CHCC5445 (BB-124d).
5. 0,5% CHCC 5445 (BB-124d) + 0,5 % CHCC10019
6. 0,5% CHCC 5445 (BB-12d) + 0,5 % CHCC16159
Chi ¢6 cac chai 2-3 va 5-6 dugc axit hod do déc tinh kém BB-12 trong sira.

Sau khi 1én men, 100 pl ciia mdi nudi cdy dugc dan thanh méng trong cic
dung dich pha lodng khac nhau (10'5, 10‘6, 10'7, 10-8) trén cac dia thach chon loc cho
su sinh truéng cia BB-12d cu thé tirc 13 MRS + 0,05% xystein clorua + tetraxyclin
duoce bd sung 10 ug/ml of tetraxyclin va sau d6 duoc U ky khi qua dém & nhiét do
40°C. Sb lugng khuén lac dugc x4c dinh sau d6 béng cach dém va két qué trung binh

duoc dura ra trong Bang 5 1a CFU/ml (don vi khudn lac trén mililit).

Bang 5. CFU/ml BB-12 trong nudi cdy sita dugc 1én men

Thirnghiém  Nubi cdy Cfu/mi
1 1% CHCC 5445 (BB-12) 4,50E+07
1 0,5% CHCC 5445 (BB-12) + 0,5 % CHCC14994 4,00E407
1 0,5% CHCC 5445 (BB-12) + 0,5 % CHCC15757 4,00E+08
’ 1% CHCC 5445 (BB-12) 6,00E+07
) 0,5% CHCC 5445 (BB-12) + 0,5 % CHCC10019 2,00E+07
) 0,5% CHCC 5445 (BB-12) + 0,5 % CHCC16159 1,40E+08

Chi khi chung dot bién tiét glucoza cta Streptococcus thermophilus,
CHCCI15757 va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, CHCC16159 cé mit
cling v6i BB-12d, thi su sinh truéng cia BB-12d duoc thiic ddy va téng luong dém té
bao duge tinh 12 CFU/ml cao hon vao khoang 10 x (1 log) trong cac nudi cy nay. Két
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qua nay cho thdy 13 cac ching tiét glucoza c6 thé duge sir dung ting ham lrong cia

cac ching probiotic nhu BB-12d khi dugc phéi tron cing nhau trong nubi ciy.

Vi du 13. So sdnh hé gen ciia CHCC15757 va CHCC16404 va nhdn dién djt bién &
gen manM md héa protein IICY™ cia hé thong glucoza /manoza

phosphotransferaza (PTS)

Céac ché phdm gen ADN ciia CHCC15757 va CHCC16404 dugc xac dinh
trinh tur tai Beijing Genomics Institute (BGI, Beijing, China) va dugc lip ghép va hoan
thanh bang cach sir dung phin mém xir Iy hé gen CLC (CLCBio, Arhus, Denmark).
Céc trinh tr hé gen ciia CHCC15757 va CHCC16404 dugc sip hang bang cach sir
dung trinh tir hé gen d& chu giai cia CHRZ1066 l1am d6i ching bang cach st dung
phin mém Mauve 2.3.1. Sau khi sip hang, phén tich da hinh don nucleotit (single-
nucleotide polymorphism : SNP) dugc thuc hién bang cach sir dung phan mém khéng
mét tién Mauve 2.3.1 cho ca CHCC15757 va CHCC16404. Piéu nay cho phép nhan
dién dot bién G thanh T & codon GAA (axit glutamic) & vi tri axit amin 209 & gen
manM m3 héa protein IICM™ ctia PTS glucoza/manoza. Thay ddi nay duwa vao codon
dimg TAA & vi tri 209 ciia protein (Fig. 3) tao ra san xut protein bi cit cut, va do do,
13 protein khong chirc nang protein IICM*. Do d6, du do4n ring dot bién nz‘ly ngan su

van chuyén glucoza vao té bio thong qua glucoza /manoza PTS.
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Nop hru va ¥ kién chuyén gia

Ngudi nfp don yéu cau rang mau cuia cac vi sinh vat dugc lru gift néu ra sau

day chi c6 thé dugc cung cip cho chuyén gia, cho dén ngay bang séang ché dugc cAp.

Chung Streptococcus thermophilus CHCC15757 d3 dugc ndp luu & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Inhoffenstr. 7B,
D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 3/4/2012 vé6i sb luu gitt DSM 25850

Ching Streptococcus thermophilus CHCC15887 da dugc ndp luu & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Inhoffenstr. 7B, |
D-38124 Braunschweig, Germany, ngdy 3/4/2012 vé6i s6 luu gitt DSM 25851

Chung Streptococcus thermophilus CHCC16404 di dugc ndp luu & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Inhoffenstr. 7B,
D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 12/12/ 2012 véi sé luu gitt DSM 26722.

Chung Streptococcus thermophilus CHCC14994 da dugc ndp lwu 6 Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Inhoffenstr. 7B,
D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 3/4/2012 v6i s6 luu gitt DSM 25838.

Chung Streptococcus thermophilus CHCC11976 da dugc ndp luu & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH, Inhoffenstr. 7B,
D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 8/9/2009 véi s6 luu gitt DSM 22934,

Chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC759 di dugc ndp
luu 6 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 6/9/2012 véi s6 luu gitt DSM
26419.

Chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC10019 da dugc ndp
luu & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 3/4/2007 véi sé Iuu gitt DSM
19252.
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Ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16159 da dugc ndp
lru & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 6/9/2012 v&i s6 luu gitt DSM
26420. '

Ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CHCC16160 da dugc ndp
lru & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 6/9/2012 véi s6 hru gitt DSM
26421.

Chung Bifidobacterium animalis subsp. lactis CHCC5445 (BB-12d) da duoc
ndp luu & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany, ngay 30/9/2003 véi s6 luu
gitt DSM 15954

Céc ndp luu dugc tién hanh theo hi€p udc Budapest vé cong nhan quéc té luu

gift vi sinh vat cho muc dich lién quan dén patent.
Cac tai lieu tham khao
WO 2011/026863
Pool et al. (2006) Metabolic Engineering 8(5); 456-464
Thompson et al. (1985) J. Bacteriol. 162(1); 217-223
Chervaux et al. (2000). Appl and Environ Microbiol, 66, 5306-5311
Cochu et al. (2003). Appl and Environ Microbiol, 69(9), 5423-5432

Htrier et al. (2010) trong The Technology of Cheesemaking, 2" Ed. Blackwell
Publishing, Oxford; 166-192.
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YEU CAU BAO HO

1. Chung Streptococcus thermophilus 1€n men galactoza, trong d6 ching nay
mang d6t bién trong trinh tr ADN ciia gen glcK ma hoa protein glucokinaza, trong d6
dot bién 1am bit hoat mot phan hodc hoan toan protein glucokinaza, nhd d6 1am cho
ching khang lai 2-deoxyglucoza sao cho n6 c6 thé phat trién thanh tap doan khi duoc
tao soc trén dia chira mdi trudong M17 chita 2% (trong lu’c_mg/thé tich) lactoza hoiac 2%
(trong luong/thé tich) galactoza, va 20mM 2-deoxyglucoza sau khi ¢ & 40°C trong 20

gi0.

2. Chung Streptococcus thermophilus, trong d6 ching nay dugc chon tir nhém bao
gdbm ching Streptococcus thermophilus CHCC15757 dugc luu gitt & Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen vé6i s6 huu gitt DSM 25850, ching
Streptococcus thermophilus CHCC15887 dugc luu git & Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen vé6i sé luu gitt DSM 25851, ching Streptococcus
thermophilus CHCC16404 dugc luu gitt & Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen vé6i s6 luu gitt DSM 26722.

3. Ché phim chtra tir 10* dén 10'2 CFU/ g chung Streptococcus thermophilus theo

diém 1 hoac 2.

4. Ché phim theo diém 3, trong d6 ché phdm nay con chira tir 10* dén 10" CFU/g
it nhit mot chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, trong d6 chung nay c6
tinh khang 2-deoxyglucoza sao cho né c6 thé phat trién thanh tip doan khi dugc tao
soc trén dia chira méi truong MRS-IM chira 2% (trong lugng/thé tich) lactoza, va

20mM 2-deoxyglucoza sau khi i & 40°C trong 20 gio.

5. Phuong phép san xuit san pham sita 1én men bao gom buédc cdy va bude 1én

men nén sita bang it nhat mot ching Streptococcus thermophilus theo diém 1 hoic 2.
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6. Phuong phép san xuat san pham stta 1én men bao gom budc cay va bude 1én

men nén sita bang it nhit mot ché phim theo diém 3 hozc 4.

7. San phim sita 1én men chira it nhat mét ching Streptococcus thermophilus theo

diém 1 hoic 2.
8. San pham sfra 1én men chira ché phdm theo diém 3 hoic 4.

9. Phuong phép sang loc va phan 14p chiing Streptococcus thermophilus bang gen
gick dot bién, trong d6 phuong phap bao gdm cac budc sau day:

a) tao ra chung gbc Streptococcus thermophilus 1én men galactoza;

b) chon loc va phan 14p tir quan thé cac chiing Streptococcus thermophilus ddt bién thu
duoc tir ching gbe quan thé cac ching Streptococcus thermophilus dot bién c6 tinh
khang 2-deoxyglucoza sao cho né c6 thé phat trién thanh tip doan khi duogc tao soc
trén dia chtra méi truong M17 chira 2% (trong lugng/thé tich) lactoza hodc 2% (trong
lugng/thé tich) galactoza, va 20mM 2-deoxyglucoza sau khi 0 & 40°C trong 20 gid.;

¢) chon loc va phéan l4p tir quan thé cac chung Streptococcus thermophilus cé tinh
khéng 2-deoxyglucoza ching Streptococcus thermophilus ddt bién néu nhu tbc do phat
trién ctia ching Streptococcus thermophilus d6t bién nay trong méi trudng M17+2%

galactoza cao hon trong moéi truong M17+2% glucoza.
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2/4

MetSerLysLys LeuLeuGly IleAsplLeu GlyGlyThrThr ValLysPhe GlyIleLeu ThrAlaAspGly GluValGln
GluLysTrp AlaIleGluThr-

ATGAGTAAGA AACTCTTAGG TATTGACCTT GGTGGAACAA CTGTTAAGTT TGGTATTTTG ACTGCAGATG GTGAAGTTCA
AGAAARAATGG GCTATTGAAA

-TAsnThrPhe GluAsnGly SerHisIleVal ProAspIle ValGluSer LeulysHisArg LeuGluLeu TyrGlyLeu
ThrAlaGluAsp PheIleGly-

CAAATACGTT TGAAAATGGT AGCCACATTG TTCCTGACAT TGTAGAATCT TTGAARACACC GTTTGGAATT GTATGGACTT
ACTGCTGAAG ATTTTATTGG

Pro

-IleGlyMet GlySerProGly AlaValAsp ArgGluAsn LysThrValThr GlyAlaPhe AsnLeuAsn TrpAlaGluThr
GlnGluval GlySerVal

AATTGGTATG GGATCTCCAG GTGCAGTTGA CCGAGAAARAT AAAACAGTAA CGGGTGCCTT TAACTTGAAC TGGGCAGAAA

CHCC15 88:.7‘CAAGAAGT TGGCTCTGTT

301

401

CHCC157

501

601

701

801

901

Fig. 2

c

IleGluLysGlu LeuGlyIle ProPheAla IleAspAsnAsp AlaAsnVal AlaAlaLeu GlyGluArgTrp ValGlyAla
GlyAlaAsn AsnArgAsnVal-

ATTGAARAAG AACTTGGTAT TCCATTCGCT ATTGATAATG ATGCTAATGT GGCTGCACTG GGTGAACGTT GGGTTGGTGC
TGGTGCTAAC AATCGGAATG

Ile
-VValPheIle ThrLeuGly ThrGlyValGly GlyGlyVal IleAlaAsp GlyAsnLeuIle HisGlyVal AlaGlyAla
GlyGlyGluIle GlyHisIle- '
TTGTCTTTAT AACATTGGGT ACAGGTGTTG GTGGCGGTGT TATCGCTGAT GGTAACTTAA TTCATGGTGT TGCCGGTGCT
SGII"TGGGGAAA TTGGTCACAT
T

-IleValGlu ProAspThrGly PheGluCys ThrCysGly AsnLysGlyCys LeuGluThr ValAlaSer AlaThrGlyIle
ValArgVal AlaHisHis

TATTGTTGAA CCTGACACAG GATTTGAGTG TACTTGCGGA AACAAGGGGT GTCTGGAAAC TGTAGCTTCA GCAACAGGTA
TTGTACGTGT AGCACATCAT

LeuAlaGluLys TyrGluGly AsnSerSer IleLysAlaAla ValAspAsn GlyGluPhe ValThrSerLys AspIleIle
ValAlaAla ThrGluGlyAsp-

TTGGCAGAAA AATACGAAGG AAACTCTTCT ATTAAAGCTG CTGTAGACAA TGGTGAGTTT GTGACAAGTA AAGATATTAT
CGTAGCTGCT ACTGAAGGTG

-ALysPheAla AspSerIle ValAspLysVal SerLysTyr LeuGlyLeu AlaThrAlaAsn IleSerAsn IleLeuAsn
ProAspSerVal ValIleGly-

ATAAGTTTGC TGACAGCATT GTTGATAAAG TCTCTAAATA CCTCGGACTT GCAACAGCAA ACATCTCAAA CATTCTTAAC
CCAGATTCTG TCGTTATCGG

-GlyGlyVal SerAlaAlaGly GluPheLeu ArgSerArg ValGluGlyTyr PheThrArg TyrAlaPhe ProGlnValArg
ArgThrThr LysValLys

TGGTGGTGTT TCTGCCGCAG GAGAATTCTT GCGTAGTCGT GTTGAAGGAT ACTTTACACG TTATGCATTC CCACAAGTTC
GCCGTACAAC AAAAGTGAAA

LeuAlaGluLeu GlyAsnAsp AlaGlyIle IleGlyAlaAla SerLeuAla TyrSerIle AspLys*
(SEQ ID NO. 2)

TTAGCGGAGC TTGGAAATGA TGCAGGAATC ATTGGAGCTG CTAGTCTTGC TTATAGTATT GACAAATAA
(SEQ ID NO. 1)
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ATGTCAGATA TGTCAATTAT
L E S I L D Q

CCTTGCTGGT
T L I

CTTGAAAGTA TCCTTGACCA
G A A T G N L

TACCCTCATC
Q M I

GGTGCTGCCA CAGGTAACCT
T L A W A N I

TCAAATGATT
A S V

ACCCTTGCTT GGGCAAACAT
A A A I I L V

TGCATCTGTT
G V A

GCCGCTGCCA TCATTTTGGT
I A I A I L L

CGGTGTTGCG
vV R T

ATTGCAATAG CTATCCTGCT
A S I A F VvV H

I A G

GTTGAACGTG CATACTACCT
A L L L A I P

TGTGCCAGCA
M P D

GCCCTTCTTC TTGCCATCCC
W L T H G L V

GATGCCTGAC
Y A M

TGGCTCACCC ATGGTTTGGT
I I N M M A T

F A L

ATTATCAATA TGATGGCTAC

GCAGCAATTA GCCAATTGAC
I ¥ L N L S K

CATCGCCTTC
G G T

ATCTACCTCA ACCTTTCTAA
s S G s G D P

TCATCTGGTT CAGGCGACCC

S A I L vV V A vV A F
TTCTGCGATT TTGGTCGTAG CTGTTGCCTT
F Q F H Q P L vV A C
ATTCCAATTC CACCAACCAC TTGTTGCATG
T A G I M L G G S L
CACTGCAGGT ATCATGCTTG GTGGTTCTCT
G A A vV A P D vV A L
CGGTGCTGCC GTAGCTCCTG ACGTTGCCCT
K" G G K F T A E G I
TAAAGGTGGT AAATTTACAG CTGAAGGTAT
A V A G L F L T M P
TGCAGTTGCA GGTCTCTTCC TAACTATGCC
A A D K A A E H G N
TGCTGCAGAT AAAGCTGCAG AACACGGAAA
A L L L Q G L R I A
CGCTCTCCTT CTTCAAGGTT TGCGTATTGC
A Q S vV Q H A L G L
GGCCCAATCT GTTCAACATG CCCTTGGCTT
vV G G G M V V A V G
TGTCGGTGGT GGTATGGTCG TAGCCGTTGG
R E V W P F F A I G
TCGTGAAGTT TGGCCATTCT TCGCCATTGG
T
L I A L S T I G V A
ACTTATCGCT CTTAGTACCA TTGGTGTTGC
Q G G G N G G G N G
ACAAGGTGGC GGAAATGGTG GCGGAAATGG
I G D I L E D Y
AATCGGCGAT ATCTTGGAAG ACTAC
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TGGCGGAACT

(SEQ ID NO.6)

(SEQ ID NO.5)





